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1   Zusammenfassung 
Neben Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehören Krebserkrankungen zu den häufigsten 
Todesursachen in Deutschland. Den aktuellen Daten des Robert Koch-Instituts zufol-
ge starben im Jahr 2012 etwa 220.000 Männer und Frauen an einer Krebserkrankung 
und hiervon circa 45.000 Menschen an den Folgen eines Bronchialkarzinoms. Da 
maligne Lungentumoren häufig erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium dia-
gnostiziert werden, weisen Patienten mit einem Bronchialkarzinom noch immer eine 
geringe Überlebenszeit auf. Daher ist die Suche nach neuen Zielstrukturen für die 
Diagnostik und die Therapie von großer Bedeutung. Eine solche Zielstruktur könnte 
der Chemokinrezeptor CXCR4 darstellen, für welchen eine Überexpression in über 20 
verschiedenen Tumorentitäten, unter anderem auch in Bronchialkarzinomen, nach-
gewiesen werden konnte. Dem CXCR4 wird dabei unter anderem eine wichtige 
Funktion bei der Neoangiogenese, der Proliferation, der Invasivität, der Metastasie-
rung und der Chemotherapieresistenz zugeschrieben. Die Antagonisierung dieser 
CXCR4-vermittelten Effekte, beispielsweise mit dem nicht-peptidischen CXCR4-Anta-
gonisten AMD3100 (Plerixafor), gilt daher als vielversprechender Therapieansatz in 
der Behandlung CXCR4-positiver Tumoren.  
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte das von Keohavong et al. (2011) erst-
mals beschriebene murine Lungentumor-Modell etabliert und genauer charakterisiert 
werden, um auf dessen Grundlage ein tierexperimentelles Modell für die Suche nach 
neuen Zielstrukturen für die Diagnostik und die Therapie maligner Lungentumoren zu 
schaffen. Dies wurde anhand der Expression des CXCR4 als mögliche zukünftige Ziel-
struktur überprüft. Die Tumorinduktion erfolgte hierbei durch eine kombinierte Verab-
reichung des Nitrosamin-Ketons NNK, einem Nikotin-Metaboliten, und von Lipopoly-
sacchariden (LPS) gramnegativer Bakterien. Die Untersuchungen erfolgten an 24 
sieben Wochen alten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen und an 16 gleichaltrigen Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen, die ein eGFP-Reportergen unter Kontrolle des 
murinen Cxcr4-Promotors exprimieren. Innerhalb der ersten vier Behandlungswochen 
wurden am ersten und dritten Tag der Woche jeweils zweimal 3 mg NNK, gelöst in  
200 μl Natriumchlorid-Lösung, durch intraperitoneale Injektion und über einen Zeit-
raum von 17 Behandlungswochen jeweils einmal am ersten Tag der Woche 5 μg LPS, 
gelöst in 30 μl Phosphat-gepufferter Salzlösung, durch intranasale Instillation verab-
reicht. Nach erfolgter 17-wöchiger Tumorinduktion mit NNK und LPS erhielten drei der 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse über einen Zeitraum von zwei Wochen 
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25 μg/h AMD3100, gelöst in Phosphat-gepufferter Salzlösung, durch eine osmotische 
Minipumpe. Die Lungengewebe der Versuchstiere beider transgenen Mauslinien 
wurden auf das Vorhandensein nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren 
untersucht und deren tumorspezifische CXCR4-Expression mithilfe der Anti-CXCR4-
Antikörper UMB-2 und 2B11 sowie indirekt durch den Nachweis des eGFP erfasst. 
Darüber hinaus erfolgte die Charakterisierung der Lungentumoren durch die Expres-
sion des endogenen CXCR4-Liganden CXCL12/SDF-1, des Proliferationsmarkers  
Ki-67, des neuroendokrinen Tumormarkers Chromogranin A und des Somatostatin-
Rezeptors SSTR2 sowie hinsichtlich der Expression von CD11b, CD31, CD34, CD68 
und Gr-1 zur Abgrenzung CXCR4-exprimierender Immunzellen und Endothelzellen 
von Tumorzellen.  
In den Lungengeweben aller zehn mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse sowie der neun gleichermaßen und der drei zusätzlich mit AMD3100 be-
handelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse gelang der Nachweis zahl-
reicher nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren. Außerdem konnte in einer 
von zwölf lediglich mit LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen ein Lungentumor 
mit kleinzelliger Differenzierung festgestellt werden. Die unbehandelten Kontrolltiere 
zeigten keine Lungentumorentwicklung. Unabhängig von der transgenen Mauslinie 
und der Tumorentität konnten in den Lungentumorgeweben CXCR4-exprimierende 
Zellen nachgewiesen werden. Aufgrund der in den Tumorgeweben der nichtklein-
zelligen Lungentumoren immunhistochemisch aufgezeigten Kongruenz der Expres-
sionsmuster des CXCR4 und des CD34 sowie der Detektion intratumoral gelegener 
Monozyten, Alveolarmakrophagen und neutrophiler Granulozyten mit einer eGFP-
Koexpression mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie, konnte eine tumorspezifische 
CXCR4-Expression in dieser Tumorentität nicht bestätigt werden. Kleinzellige Lungen-
tumoren wiesen dagegen neben einer CXCR4-Expression, die nicht mit dem intra-
tumoralen Vorhandensein von Immunzellen und Endothelzellen zu erklären war, auch 
eine deutliche Expression von Ki-67 und Chromogranin A auf. Eine Expression des 
Somatostatin-Rezeptors SSTR2 konnte in beiden Tumorentitäten nicht nachgewiesen 
werden. Trotz der aufgezeigten vollständigen Antagonisierung der CXCL12/SDF-1-
vermittelten Aktivierung, Phosphorylierung und Internalisierung des CXCR4 in den 
Tumorzellen durch eine zweiwöchige Behandlung mit AMD3100 konnte kein Effekt der 
CXCR4-Antagonisierung auf die Proliferationsrate der Tumorgewebe, die Tumorgröße 
oder die Tumorvaskularisation bewiesen werden. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich das von Keohavong et al. (2011) 
beschriebene, chemisch mit NNK und LPS induzierte Lungentumor-Modell als zu-
verlässiges tierexperimentelles Modell erwies. Der Nachweis einer tumorspezifischen 
CXCR4-Expression konnte in den kleinzelligen Bronchialkarzinomen erbracht werden, 
ohne dass hierbei jedoch ein therapeutischer Effekt durch eine CXCR4-Antagoni-
sierung aufgezeigt werden konnte. Ob das fehlende Ansprechen der Lungentumoren 
auf AMD3100 in den vorliegenden Untersuchungen in dem noch frühen Tumor-
stadium, der relativ kurzen Behandlungsdauer oder dem Behandlungszeitpunkt be-
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2   Einleitung 
2.1   Bronchialkarzinome 
Das Bronchialkarzinom stellt eine maligne Neoplasie der Bronchien oder Bronchiolen 
epithelialen Ursprungs dar. Makroskopisch werden entsprechend ihrer Lokalisation 
zentrale, periphere und bronchoalveoläre Karzinome unterschieden. Dagegen erfolgt 
die histopathologische Einteilung in kleinzellige (SCLC, englisch: Small-Cell Lung 
Cancer) und nichtkleinzellige Bronchialkarzinome (NSCLC, englisch: Non-Small-Cell 
Lung Cancer) primär gemäß der Tumorzellgröße.  
 
Maligne Tumoren der Lunge sind weltweit die am häufigsten auftretende Krebsart und 
die hauptsächliche Krebstodesursache. Betroffen sind vor allem entwickelte Länder 
Nordamerikas und Europas, seltener Entwicklungsländer, wobei dort ebenfalls eine 
Zunahme der Erkrankungshäufigkeit zu verzeichnen ist. In Deutschland ist das 
Bronchialkarzinom, gemessen an allen Krebsneuerkrankungen, die zweithäufigste 
Krebserkrankung bei Männern nach dem Prostatakarzinom und die dritthäufigste 
Krebserkrankung bei Frauen nach Tumoren in Brustdrüse und Darm (RKI und GEKID 
2015). Die Neuerkrankungsrate in Deutschland belief sich im Jahr 2012 auf rund 
35.000 Männer und 18.000 Frauen. In demselben Jahr betrug die Mortalität etwa 
30.000 bei Männern und 15.000 bei Frauen mit einem Altersgipfel zwischen 80 und 84 
Jahren. Dadurch repräsentieren maligne Lungenerkrankungen auch in Deutschland 
die häufigste Krebstodesursache mit einem Anteil von 25 %. Die 5-Jahres-Überlebens-
rate des Bronchialkarzinoms entspricht in Deutschland aktuell 14 % bei Männern und 
19 % bei Frauen und ist maßgeblich vom Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose 
und von der Tumorentität abhängig (Goeckenjan et al. 2011, Ridge et al. 2013). Die 
geschlechtsabhängig gegenläufige Entwicklung altersstandardisierter Erkrankungs-
raten und Sterberaten innerhalb der letzten 20 Jahre mit einem Anstieg bei Frauen um 
30 % und einem Rückgang bei Männern um 20 % wird durch eine seit längerem beo-
bachtete Veränderung des Rauchverhaltens erklärt (RKI und GEKID 2013). 
 
Mit Hilfe des TNM-Systems lassen sich Bronchialkarzinome nach ihrem Krankheits- 
und Ausbreitungsstadium klassifizieren. Die TNM-Klassifikation gilt als international 
anerkannter Standard und umfasst im Wesentlichen die Beurteilung des Primär-
tumors (T), das Vorhandensein befallener Lymphknoten (N) sowie das Auftreten oder 
Fehlen von Metastasen (M), wobei sich jede dieser Klassen in weitere Subklassen 
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gliedert. Unter anderem für das Bronchialkarzinom wurde diese Einteilung 2010 durch 
die Internationale Vereinigung gegen Krebs (UICC, französisch: Union Internationale 
Contre le Cancer) aktualisiert. 
Die Charakterisierung des Primärtumors erfolgt nach dem Durchmesser in der 
Längsachse oder der direkten Ausdehnung in benachbarte Strukturen (Mirsadraee et 
al. 2012). Bei einem Nachweis maligner Zellen im Sputum oder in Bronchialspül-
lösungen, aber fehlender Visualisierung durch Bildgebung oder Bronchoskopie, ist die 
Beurteilung des Tumors nicht möglich (Tx). Ist das Karzinom auf dessen Ursprungs-
gewebe begrenzt und die Basalmembran durch ein nicht-invasives Tumorwachstum 
noch intakt, so beschreibt dies ein Carcinoma in situ (TIS). Das weitere T-Staging wird 
anhand der Tumorgröße vorgenommen (siehe Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: T0- bis T4-Staging des Bronchialkarzinoms 
T-Staging 






Tumorgröße < 3 cm in maximaler Ausdehnung, umgeben von Lungengewebe 
oder Pleura visceralis, kein bronchoskopischer Nachweis eines invasiven 
Wachstums proximal der Lappenbronchien 
T1a: Tumorgröße < 2 cm 






Tumorgröße > 3 cm und < 7 cm in maximaler Ausdehnung oder Aufweisen 
eines der folgenden Merkmale: Beteiligung des Hauptbronchus > 2 cm distal 
der Carina tracheae, Invasion der Pleura visceralis, partielle Atelektase 
T2a: Tumorgröße > 3 cm und < 5 cm 






Tumorgröße > 7 cm oder Invasion von Brustwand, Zwerchfell, Nervus 
phrenicus, Pleura mediastinalis, Lamina parietalis pericardii oder Aufweisen 
eines der folgenden Merkmale: Beteiligung des Hauptbronchus < 2 cm distal 






Tumor jeglicher Größe mit Invasion von Mediastinum, Herz, großen Gefäßen, 
Nervus laryngeus recurrens, Ösophagus, Wirbelkörpern oder Carina tracheae 
oder separate Tumorherde innerhalb eines anderen ipsilateralen Lungen-
lappens 
 
Die Beschreibung der Ausbreitung von Tumorzellen in regionale Lymphknoten erfolgt 
mittels N-Staging und umfasst das Fehlen von Lymphknotenmetastasen (N0), den 
ipsilateralen Befall peribronchialer oder hilärer Lymphknoten (N1), mediastinaler oder 
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subkarinaler Lymphknoten (N2) sowie Lymphknotenmetastasen, die im kontralate-
ralen Mediastinum oder im Hilum, in den ipsilateralen oder den kontralateralen Musculi 
scaleni oder supraklavikulär auftreten (N3). Gelegentlich fehlt die Beurteilung des 
Lymphknotenbefalls (Nx). Das M-Staging bewertet das Vorhandensein von Metas-
tasen mit der Ausnahme regionaler Lymphknotenmetastasen. Hierbei werden das 
Fehlen von Metastasen (M0), das Auftreten von separaten Tumoren im kontralateralen 
Lungenflügel beziehungsweise maligne Pleuraergüsse oder Perikardergüsse (M1a) 
und schließlich das Vorliegen von Fernmetastasen (M1b) unterschieden. Unter Um-
ständen ist der Nachweis von Metastasen nicht möglich (Mx). 
 
Tabelle 2: Krankheitsstadien des Bronchialkarzinoms entsprechend der TNM-Klassifikation  
Stadieneinteilung 
Okkultes Karzinom Tx N0 M0 
Stadium 0 TIS N0 M0 
Stadium IA T1a, T1b N0 M0 






























Stadium IV Jedes T  Jedes N M1 
Abkürzungen:  TIS - Carcinoma in situ, Tumor in situ 
 
Aus der TNM-Klassifikation ergibt sich die Einteilung des Bronchialkarzinoms in 
verschiedene Krankheitsstadien (siehe Tabelle 2). Vom Krankheitsstadium abhängig 
sind die Auswahl geeigneter Therapieoptionen sowie die Einschätzung der indivi-
duellen Prognose (Mirsadraee et al. 2012). Trotz der Anwendbarkeit des TNM-
Systems auf nichtkleinzellige und kleinzellige Bronchialkarzinome wird bei letzterem 
ebenso zwischen „very limited disease“, „limited disease“ und „extensive disease“ 
unterschieden. Diese vereinfachte Klassifizierung ermöglicht primär eine Einschät-
zung des Krankheitsstadiums je nach Durchführbarkeit einer Bestrahlungstherapie 
(Goeckenjan et al. 2011). 
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2.1.1   Kleinzelliges Bronchialkarzinom 
Das kleinzellige Bronchialkarzinom stellt mit einem Anteil von 15 % einen Subtypen 
des Bronchialkarzinoms dar, der sich histologisch durch im Vergleich zu gesunden 
Normalgewebszellen kleine Tumorzellen auszeichnet. Neben der verringerten Zell-
größe weisen die Tumorzellen auch einen vergleichsweise geringeren DNA-Gehalt im 
hypoploiden Bereich sowie kleinere Zellkerne auf (Herold 2015, Petersen 2010). 
Bevorzugte Manifestationsorte liegen im Bereich zentraler und intermediärer Bron-
chien beziehungsweise Bronchiolen, häufig verbunden mit einem manschetten-
förmigen Tumorwachstum (Junker und Petersen 2008). Histologisch zeichnen sich 
kleinzellige Bronchialkarzinome aufgrund einer hohen Proliferationsaktivität, einher-
gehend mit einer hohen Mitoserate, durch ein ungeordnetes Wachstumsmuster 
runder, ovaler oder spindelförmiger Zellen mit hyperchromatischen Zellkernen und 
zahlreichen Mitosefiguren aus. Weitere morphologische Merkmale sind unscharfe 
Zellgrenzen, ein schmaler Zytoplasmasaum, eine feingranuläre Chromatinstruktur und 
das Fehlen prominenter Nukleolen (Junker und Petersen 2008). Da die Tumorzellen 
in ihrem Aussehen Haferkörnern ähneln, wird das kleinzellige Bronchialkarzinom 
mitunter auch als Haferzellkarzinom (englisch: oat cell carcinoma) bezeichnet. 
Aufgrund seiner schlechten Differenzierung gilt das kleinzellige Bronchialkarzinom als 
hoch maligne und prognostisch ungünstig. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist bereits zu 
etwa 80 % eine Metastasierung nachzuweisen (Herold 2015). Prädilektionsstellen von 
Fernmetastasen sind hierbei insbesondere Gehirn, Leber, Knochenmark und Neben-
nieren. Da die Tumoren höchstwahrscheinlich von neuroendokrinen Zellen der Lunge 
ausgehen, treten klinisch häufig paraneoplastische Syndrome auf, wie beispielsweise 
paraneoplastische Endokrinopathien durch eine ektope Hormonausschüttung der 
Tumorzellen (Junker und Petersen 2008). 
 
2.1.2   Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom 
Das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom stellt mit einem Anteil von 85 % einen weiteren 
Subtypen des Bronchialkarzinoms dar und umfasst alle Tumorentitäten, die nicht  
dem kleinzelligen Bronchialkarzinom zuzuordnen sind. Hierzu zählen unter anderem 
das Plattenepithelkarzinom (40 %), das Adenokarzinom (35 %) und das großzellige 
Lungenkarzinom (10 %). Entsprechend der Zellgröße weisen die Tumorzellen durch 
einen erhöhten DNA-Gehalt im nahezu triploiden Bereich vergrößerte Zellkerne auf 
(Herold 2015, Petersen 2010). Bevorzugte Manifestationsorte sind in Abgrenzung zum 
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kleinzelligen Bronchialkarzinom vor allem peripher gelegene Lungenabschnitte mit der 
Ausnahme vorwiegend zentral lokalisierter Plattenepithelkarzinome. 
 
Das Plattenepithelkarzinom ist definiert als ein maligner epithelialer Tumor mit Ver-
hornungszeichen und vom Bronchialepithel ausgehenden Zellfortsätzen zwischen den 
Tumorzellen, die als Interzellularbrücken bezeichnet werden. Diese Merkmale 
variieren in Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad und sind in schlecht differenzierten 
Tumoren lediglich fokal ausgeprägt. Die Tumorzellen sind üblicherweise isoliert, 
können vereinzelt aber auch als zusammenhängende Aggregate erscheinen. Häufig 
bilden Zellablagerungen und nekrotische Areale die unmittelbare Tumorzellumgebung. 
Histologisch zeigen sich zentral gelegene, hyperchromatische Zellkerne, markante 
Nukleolen und reichlich Zytoplasma (Hammar et al. 2004). 
 
Als Adenokarzinom wird ein maligner epithelialer Tumor mit einer glandulären Diffe-
renzierung oder einer Muzinproduktion bezeichnet. Es werden azinäre, papilläre, 
bronchoalveoläre und solide Wachstumsmuster unterschieden, die von prognos-
tischer Bedeutung sind. Häufig ist hierbei das Auftreten von heterogenen Mischformen 
(Petersen und Warth 2014). Die Tumorzellen weisen glatt konturierte Zellkerne mit 
einer feingranulierten Chromatinstruktur und prominenten Nukleolen auf. Das Zyto-
plasma zeigt sich in den meisten Zellen deutlich homogen oder granulär, kann aber 
aufgrund kleiner unscharf begrenzter Vakuolen auch ein schaumiges Aussehen 
annehmen. Mitunter bilden sich so genannte Siegelringzellen, die durch das Vorliegen 
einer großen Vakuole einen randständigen Zellkern erkennen lassen (Colby et al. 
2004, Petersen und Warth 2014). 
 
Fehlen sowohl zytologische oder architektonische Merkmale eines kleinzelligen Bron-
chialkarzinoms als auch eine Differenzierung gemäß eines Plattenepithelkarzinoms 
oder eines Adenokarzinoms, handelt es sich um ein entdifferenziertes großzelliges 
Bronchialkarzinom. Morphologisch zeigen großzellige Bronchialkarzinome Ansamm-
lungen großer polygonaler Tumorzellen. Histologisch weisen sie bis auf das gehäufte 
Vorliegen von Zellaggregaten, unscharfen Tumorzellbegrenzungen und prominenten 
Nukleolen keine spezifischen Merkmale auf (Brambilla et al. 2004). Die Diagnose 
beruht daher zumeist auf dem Ausschluss anderer histologischer Subtypen. 
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2.1.3   Ätiologie und Pathogenese 
Ätiologisch bedeutsam bezüglich der Lungenkrebsentstehung sind unter anderem die 
aktive oder passive Inhalation von Zigarettenrauch, die Exposition mit Radon sowie 
radioaktiver Strahlung, die berufliche oder umweltbedingte Gefährdung durch Kan-
zerogene wie Asbest, Chrom-Verbindungen, Arsen, Feinstaub oder polyzyklische 
aromatische Kohlenwasserstoffe sowie die genetische Disposition (Goeckenjan et al. 
2011). Das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Risikofaktoren potenziert das Gesamt-
risiko zur Entstehung eines Bronchialkarzinoms. 
 
Tabakrauchen gilt als Hauptrisikofaktor in der Entwicklung maligner Lungentumoren. 
Die Inhalation von Zigarettenrauch ist mit der Entstehung von 85 % aller Bronchial-
karzinome assoziiert (Herold 2015). Prädisponierend sind insbesondere die Dauer des 
Rauchens, ein frühzeitiger Rauchbeginn und die Anzahl gerauchter Zigaretten, die 
durch so genannte Packungsjahre, als Produkt täglich gerauchter Zigarettenpackun-
gen und der Anzahl an Raucherjahren, beschrieben werden. Durch die Exposition mit 
Tabakrauch besteht ein erhöhtes Risiko für sämtliche histologische Zelltypen. Auch 
die Herstellung von Zigaretten mit einem niedrigeren Teer-, Nikotin- und Kohlen-
monoxidgehalt hat gegenwärtig nicht zu einer Verringerung des Erkrankungsrisikos 
geführt (Goeckenjan et al. 2011). Dagegen wurde eine erhöhte Konzentration kanzero-
gen wirkender Nitrosamine in diesen Zigaretten nachgewiesen (Ridge et al. 2013). 
Gemäß einer europäischen Studie, die den Zusammenhang zwischen Tabakrauchen 
und Bronchialkarzinomen untersuchte, haben männliche Raucher im Vergleich zu 
Nichtrauchern ein 24-fach höheres und ehemalige männliche Raucher ein 7,5-fach 
erhöhtes Erkrankungsrisiko. Dem entsprechend haben weibliche Raucher ein 8,7-fach 
erhöhtes Risiko und ehemalige Raucherinnen ein etwa doppelt so hohes Risiko, 
maligne Lungentumoren auszubilden (Simonato et al. 2001). 
 
Neben der Tabakrauchinhalation ist die Radon-Exposition als natürliche Strahlen-
belastung ebenfalls ein bedeutender Risikofaktor. Radon entsteht aus dem Zerfall 
langlebiger Uran- und Thoriumnuklide, die in Böden und Gesteinen vorkommen 
(Goeckenjan et al. 2011). Als radioaktives Edelgas verlässt Radon die tiefen Gesteins-
schichten und diffundiert aus dem Boden. Hohe Konzentrationen bilden sich dadurch 
in geschlossenen, bodennahen Räumen in Kellern und Erdgeschossen, wohingegen 
die Konzentration in der Außenluft vergleichsweise niedrig ist. Durch die Inhalation von 
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Radon ist vor allem das Epithel von Bronchien und Bronchiolen exponiert. Karzinogene 
Effekte entstehen durch die Wechselwirkung des Epithels mit Radon-Zerfallsprodukten 
sowie dabei emittierter Alphastrahlung. 
 
Die Pathogenese des Bronchialkarzinoms wird durch ein Mehrstufenkonzept erklärt. 
Zu Beginn erfolgt im Sinne einer Initiation die Exposition mit Karzinogenen und Stoffen, 
die zu einer Schädigung der DNA führen. Entzündliche Prozesse, auf die das ex-
ponierte Bronchialepithel mit einer Hyperplasie der Basalzellen und einer gesteigerten 
Mitoseaktivität reagiert, können die Proliferation der auf diese Weise initiierten Zellen 
bedingen (Parzefall und Schulte-Hermann 2010). Präkanzerosen manifestieren sich 
durch eine ununterbrochene Zellteilung mit einer zunehmenden Entdifferenzierung 
und Entstehung von Dysplasien und Zellatypien. Zudem weisen sie Veränderungen 
der Zellmorphologie und genetische Aberrationen auf. Bedeutend in der Karzino-
genese sind ebenfalls Mutationen des p53-Gens, die Zellzyklusdysregulationen be-
dingen (Ewig et al. 2014, Parzefall und Schulte-Hermann 2010, Ridge et al. 2013). 
Zwischen der Exposition mit den entsprechenden Karzinogenen, der resultierenden 
Entstehung von Präkanzerosen und schließlich Tumoren können viele Jahre oder 
sogar Jahrzehnte liegen. 
 
2.1.4   Klinik, Diagnostik und Therapie 
Die klinische Manifestation eines Bronchialkarzinoms variiert in Abhängigkeit vom 
Tumorstadium und dem Fortschreiten der Erkrankung, wobei das Fehlen charakte-
ristischer Frühsymptome oftmals eine frühzeitige Diagnostik sowie eine rechtzeitige 
Intervention erschwert. Häufig sind Symptome einer fortgeschrittenen Tumorerkran-
kung Gründe zur Erstvorstellung betroffener Patienten. Insgesamt werden Symptome 
unterschieden, die sich durch den Primärtumor, eine intrathorakale oder extrathorakale 
Metastasierung beziehungsweise eine sich systemisch manifestierende Tumorerkran-
kung äußern. Weiterhin ist das Auftreten paraneoplastischer Syndrome in diesem 
Zusammenhang von großer klinischer Relevanz (Goeckenjan et al. 2011). 
Abhängig von der Lokalisation des Primärtumors sind die zuerst auftretenden 
unspezifischen Symptome oftmals Husten oder eine Veränderung dessen Charakters, 
thorakale Missempfindungen und Brustschmerzen (Prasse et al. 2010). Das Abhusten 
von blutigem Sekret gilt bereits als Spätsymptom. Ein intrathorakales Tumorwachstum, 
einhergehend mit der Schädigung von Nervenstrukturen, Gefäßen oder benachbarten 
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Organen und Geweben, kann vielseitige Erkrankungszeichen bedingen. Häufig sind 
hierbei eine Heiserkeit durch die Schädigung des Nervus laryngeus recurrens, 
Empfindungsstörungen und neurologische Ausfälle bei einer Infiltration des zervikalen 
Nervenplexus sowie die Ausprägung eines Horner-Syndroms mit Miosis, Ptosis und 
Enophthalmus bei Schädigung des zervikal gelegenen Ganglion stellatum. Aber auch 
Zeichen einer oberen Einflussstauung durch Kompression der Vena cava superior sind 
mögliche Symptome. Bei einer extrathorakalen Tumorausbreitung im Rahmen der 
Metastasierung sind unter anderem Organe wie Gehirn, Leber, Knochenmark und 
Nebennieren betroffen und die klinische Erscheinung variiert entsprechend den 
betroffenen Strukturen (Goeckenjan et al. 2011, Herold 2015). Die sich systemisch 
äußernden Begleitsymptome sind eher unspezifisch und umfassen einen ungewollten 
Gewichtsverlust, Schwäche bis zu Müdigkeit und Erschöpfung sowie Schmerzen. 
Symptome, die mit einer Tumorerkrankung assoziiert, allerdings nicht unmittelbar 
durch diese bedingt sind, werden als paraneoplastisches Syndrom zusammengefasst. 
Sie treten insbesondere beim kleinzelligen Bronchialkarzinom auf. Hierbei werden 
paraneoplastische Endokrinopathien, Neuropathien und Myopathien sowie allgemeine 
paraneoplastische Symptome, wie beispielsweise eine Anämie oder eine Thrombo-
zytose, unterschieden (Herold 2015).  
 
In der Diagnostik von Lungentumoren werden neben basisdiagnostischen und bild-
gebenden Methoden auch mikroskopische Untersuchungsverfahren angewendet. 
Aufgrund unterschiedlicher therapeutischer Maßnahmen ist die Beurteilung des 
histologischen Subtyps von besonderer Relevanz. Hierbei gilt es, nichtkleinzellige und 
kleinzellige Bronchialkarzinome sowohl voneinander, als auch gegenüber benignen 
Lungentumoren oder Lungenmetastasen abzugrenzen. Die Intensität der durch-
geführten Diagnostik ist dabei abhängig vom Allgemeinbefinden des Patienten und 
dessen individueller Prognose (Prasse et al. 2010). 
Die Basisdiagnostik beinhaltet die ausführliche Anamneseerhebung und körperliche 
wie labordiagnostische Untersuchungen. Anamnestisch ist das Erfragen der Familien-
anamnese, bestehender Vorerkrankungen, der Rauchgewohnheiten sowie einer 
potentiellen beruflichen Exposition mit kanzerogenen Stoffen relevant. In der Labor-
diagnostik werden insbesondere Blutbild und Differentialblutbild, Elektrolyte sowie  
Leberwerte, Nierenwerte und Gerinnungswerte bestimmt. Die routinemäßige Erfas-
sung von Tumormarkern ist wegen einer geringen Spezifität und einer geringen Sen-
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sitivität allerdings nicht empfehlenswert (Goeckenjan et al. 2011). Bildgebende 
Verfahren werden zur präzisen Lokalisation des Tumors, zum Ausschluss oder zum 
Nachweis von Lymphknotenmetastasen oder Fernmetastasen und zur Bestimmung 
des Tumorstadiums entsprechend der TNM-Klassifikation angewendet. Hierzu zählen 
Röntgenaufnahmen des Brustkorbes in zwei Ebenen, eine kontrastmittelverstärkte 
Computertomografie des Brustkorbes und der Oberbauchregion sowie eine kontrast-
mittelverstärkte Magnetresonanztomografie, die wegen des hohen Weichteilkontrasts 
eine gute Differenzierung von Tumorgewebe und Nichttumorgewebe ermöglicht. Auch 
der Einsatz nuklearmedizinischer Untersuchungsverfahren zur Darstellung von Stoff-
wechselprozessen, beispielsweise des Glukosestoffwechsels mithilfe der Positronen-
emissionstomografie mit 18F-Fluordesoxyglukose, dient der Unterscheidung von 
Tumorgewebe und Nichttumorgewebe (Goeckenjan et al. 2011, Herold 2015). 
Nach dem Auffinden lungentumorverdächtiger Areale ist die histologische Beurteilung 
mittels mikroskopischer Untersuchungsverfahren notwendig. Hierbei kommen endos-
kopische Techniken, wie die Bronchoskopie, die Thorakoskopie oder die Mediastinos-
kopie zum Einsatz, die auch der Entnahme von Gewebeproben dienen.  Die wichtigste 
dieser Methoden, insbesondere bei zentral gelegenen Lungentumoren, ist die Bron-
choskopie, die darüber hinaus mit einem endobronchialen Ultraschall zur präzisen 
Biopsie von Tumorgewebe oder Lymphknotengewebe kombiniert werden kann und die 
Durchführung einer bronchoalveolären Lavage ermöglicht (Prasse et al. 2010). 
 
Die Behandlungsmöglichkeiten des Bronchialkarzinoms umfassen einerseits die 
operative Tumorentfernung, chemotherapeutische und radiotherapeutische Verfahren 
sowie andererseits zielgerichtete rezeptor- und ligandenspezifische Methoden. Die 
aktuelle Leitlinie zur Therapie nichtkleinzelliger und kleinzelliger Bronchialkarzinome 
stammt von der „Deutschen Gesellschaft für Pneumologie und Beatmungsmedizin“ 
und der „Deutschen Krebsgesellschaft“ aus dem Jahr 2010 und befindet sich aktuell 
in Überarbeitung (Goeckenjan et al. 2011). Die Auswahl der geeigneten Behandlungs-
strategien ist dabei unter anderem von der Tumorentität und dem Erkrankungsstadium 
nach der TNM-Klassifikation abhängig.  
Nichtkleinzellige Bronchialkarzinome, die in den Erkrankungsstadien I, II oder IIIA 
diagnostiziert werden, erfordern primär eine operative Tumorresektion durch die 
Entfernung des betroffenen Lungenlappens (Lobektomie) beziehungsweise bei aus-
gedehnten, parenchymüberschreitenden Tumorbefunden die Entfernung von zwei 
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Lungenlappen (Bilobektomie) oder des kompletten Lungenflügels (Pneumektomie) 
(Prasse et al. 2010). Bei kleineren Lungentumoren kann ebenso lediglich die Ent-
fernung des betroffenen anatomischen Lungensegmentes erwogen werden, wobei die 
Gefahr einer inkompletten Tumorresektion mit Notwendigkeit einer Nachresektion 
besteht. Um das Risiko eines Tumorrezidivs zu senken und eventuell vorhandene 
Mikrometastasen zu behandeln, wird in den Erkrankungsstadien II und IIIA zusätzlich 
eine adjuvante chemotherapeutische Behandlung empfohlen (Goeckenjan et al. 
2011). Patienten, die aufgrund einer eingeschränkten Lungenfunktion, eines hohen 
Lebensalters oder bestehender Komorbiditäten initial nicht operiert werden können, 
profitieren von einer primären Radiotherapie. Fortgeschrittene nichtkleinzellige Bron-
chialkarzinome in den Erkrankungsstadien IIIB oder IV bedürfen eines interdiszipli-
nären, multimodalen Behandlungskonzeptes. Abhängig vom Allgemeinzustand des 
Patienten erfolgt eine chemotherapeutische Behandlung als Monotherapie oder als 
Kombinationstherapie. Radiotherapeutische Verfahren und operative Behandlungs-
möglichkeiten, wie beispielsweise die Entfernung singulärer Hirnmetastasen, dienen 
der Verbesserung der Lebensqualität und der Symptomkontrolle.  
Die Therapie kleinzelliger Bronchialkarzinome beinhaltet unabhängig vom Stadium der 
Erkrankung eine kombinationschemotherapeutische Behandlung. Entsprechend dem 
Erkrankungsstadium wird zusätzlich die Durchführung einer operativen Therapie oder 
einer Radiotherapie erwogen, die jedoch als alleinige Methoden keine Therapie-
optionen darstellen (Goeckenjan et al. 2011). Bei auf das Lungengewebe beschränk-
ten kleinzelligen Bronchialkarzinomen ohne den Nachweis einer Tumorausbreitung in 
mediastinale Lymphknoten („very limited disease“) kann eine operative Tumorent-
fernung mit anschließender Chemotherapie angestrebt werden. Im Stadium „limited 
disease“ wird bei einer bestrahlungsfähigen Tumorausdehnung eine Radiochemo-
therapie empfohlen. Die Durchführung einer prophylaktischen Schädelbestrahlung zur 
Reduzierung des Auftretens möglicher Hirnmetastasen sollte sowohl im Stadium „very 
limited disease“, als auch im Stadium „limited disease“ erwogen werden. Ein fern-
metastasiertes kleinzelliges Bronchialkarzinom im fortgeschrittenen Erkrankungs-
stadium „extensive disease“ erfordert in Abhängigkeit vom Allgemeinzustand des 
Patienten ein multimodales Vorgehen. Neben der chemotherapeutischen Behandlung 
sind die Radiotherapie möglicher Hirnmetastasen beziehungsweise eine prophylak-
tische Schädelbestrahlung sowie symptomorientierte Maßnahmen von Bedeutung. 
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2.2   Chemokine und Chemokinrezeptoren 
Chemokine bezeichnen eine Gruppe kleiner Signalproteine (8-15 kDa), die der Familie 
der Zytokine zuzuordnen sind. Aus der ursprünglich nachgewiesenen Funktion, für die 
Chemotaxis von Granulozyten und Monozyten verantwortlich zu sein, ergibt sich die 
Bezeichnung „Chemokin“ als Kurzform für „chemotaktisches Zytokin“.  
Die Struktur der Chemokine ist durch die Wechselwirkung von Cysteinen definiert. 
Entsprechend der Lage der ersten zwei im N-terminalen Bereich liegenden Cysteine 
erfolgt die Einteilung in C-, CC-, CXC- und CX3C-Chemokine. Diese Nomenklatur ist 
von der Einbuchstaben-Abkürzung C für die Aminosäure Cystein und der Anzahl der 
zwischen den Cysteinen liegenden Nicht-Cystein-Aminosäuren X abgeleitet (Loppnow 
2001). Zwischen den Cysteinen werden Disulfidbrücken ausgebildet, die die Tertiär-
struktur der Chemokine stabilisieren. Üblicherweise bilden Chemokine zwei Disulfid-
brücken aus, wobei Ausnahmen bestehen. Trotz einer hohen Variabilität in den Amino-
säuresequenzen verschiedener Chemokine, weisen die Tertiärstrukturen deutliche 
Ähnlichkeiten auf. Diese besteht gewöhnlich aus einem freien N-Terminus, einem 
dreisträngigen β-Faltblatt und einer C-terminalen α-Helix (Allen et al. 2007). 
 
Chemokinrezeptoren sind ausnahmslos G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben 
membrandurchspannenden Helices, die durch außerhalb der Zellmembran liegende 
Schleifen („loops“) miteinander verbunden sind. Der N-Terminus des Rezeptors sowie 
drei Schleifen liegen extrazellulär, der C-Terminus und drei weitere Schleifen befinden 
sich intrazellulär (Allen et al. 2007). Gemäß der Einteilung der Chemokine erfolgt 
hierbei die Differenzierung in XC-, CC-, CXC- und CX3C-Chemokinrezeptoren. Aktuell 
werden ungefähr 50 Chemokine und etwa 20 Chemokinrezeptoren unterschieden. 
Dies impliziert, dass viele Chemokine in der Lage sind, an mehrere Chemokin-
rezeptoren zu binden. 
Bedeutsam für die Bindung zwischen Chemokin und entsprechenden Chemokin-
rezeptoren sind deren N-terminalen Bereiche. Der N-Terminus von Chemokinen 
induziert die Signaltransduktionsmechanismen und ist dementsprechend von 
besonderer Relevanz bei der physiologischen Regulation der Chemokinaktivität, 
indem Proteasen zur Abspaltung des N-terminalen Endes imstande sind. Die ent-
standenen Spaltprodukte unterscheiden sich von den unveränderten Chemokinen 
bezüglich der Affinität und der Spezifität der Rezeptorbindung (Allen et al. 2007). 
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Die Hauptwirkungen der Chemokine umfassen unter anderem die gerichtete Migration 
von Immunzellen zur höchsten Chemokin-Konzentration entlang des Konzentrations-
gradienten sowie eine Beteiligung an der Embryogenese, Organogenese, Angio-
genese und auch Angiostase (Allen et al. 2007, Fernandez und Lolis 2002). Chemokin-
rezeptoren und Chemokine werden von sehr unterschiedlichen Zellen exprimiert, 
wobei insbesondere Leukozytenpopulationen wie Monozyten, B-Lymphozyten und  
T-Lymphozyten, Granulozyten, dendritische Zellen und natürliche Killerzellen (NK-
Zellen) zu erwähnen sind (Loppnow 2001).  
Entsprechend ihrer Funktion kann die Einteilung in homöostatisch und inflammatorisch 
wirkende Chemokine erfolgen. Homöostatische Chemokine werden in bestimmten 
Geweben grundsätzlich exprimiert und sind bedeutend für die Entwicklung und 
Aufrechterhaltung der Hämatopoese und des Immunsystems. Die Expression 
inflammatorischer Chemokine durch kreisende Leukozyten ist hingegen lediglich durch 
entzündliche Stimuli induzierbar und findet nicht generell statt (Vandercappellen et al. 
2008). Als Antwort auf Gewebeschäden oder Infektionen bedingen diese inflamma-
torischen Chemokine die Chemotaxis von Immunzellen zum Zielort und die Wahrung 
dieses Effekts bis zum Abklingen des entzündlichen Prozesses (Allen et al. 2007). 
 
2.2.1   CXCR4/CXCL12-Achse 
Die Wechselwirkung des CXC-Chemokins CXCL12, ebenfalls bekannt unter der Be-
zeichnung SDF-1 (englisch: Stromal Cell-Derived Factor 1), mit dem Chemokin-
rezeptor CXCR4 ist für eine Vielzahl an physiologischen Funktionen unentbehrlich. So 
konnte die Beteiligung der CXCR4/CXCL12-Interaktion an der gerichteten Migration 
von Stammzellen und Immunzellen sowie an der Hämatopoese, der Organogenese 
des neuronalen und kardialen Systems, der Angiogenese und der Vaskularisation 
nachgewiesen werden (Chatterjee et al. 2014, Furusato et al. 2010, Vandercappellen 
et al. 2008). Während der Ontogenese ist insbesondere die Besiedlung des Knochen-
marks durch hämatopoetische Stammzellen, die Ausbildung des membranösen 
Anteils des Ventrikelseptums sowie die Vaskularisation des Verdauungstrakts, der 
Haut und der Niere auf die Wirkung der CXCR4/CXCL12-Achse zurückzuführen 
(Nagasawa 2014). Durch die gezielte genetische Deaktivierung des CXCR4 oder des 
CXCL12/SDF-1 in Knock-out-Mäusen, welche mit einer Verschlechterung der 
Hämatopoese und der Vaskularisation sowie Defekten bei der Entwicklung von Herz 
und Gehirn einherging, gelang der Nachweis dieser charakteristischen CXCR4/ 
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CXCL12-vermittelten Funktionen. Die genetische Deaktivierung sowohl des CXCR4, 
als auch des CXCL12 war in den durchgeführten Versuchen mit Knockout-Mäusen 
nicht mit dem Leben vereinbar und führte zu einer embryonalen Letalität (Furusato et 
al. 2010, Teicher und Fricker 2010).  
 
Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen und 
Gewebetypen exprimiert, wie hämatopoetischen Stammzellen in Blut und Knochen-
mark, Makrophagen, Monozyten, B- und T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten 
und dendritischen Zellen. Ebenso ist er auf der Zelloberfläche von Astrozyten, der 
Mikroglia sowie endothelialen und epithelialen Zellen nachweisbar (Chatterjee et al. 
2014, Teicher und Fricker 2010). Knochenmark, Blut und Lymphknoten sind hierbei 
die Gewebe mit den höchsten CXCR4-Konzentrationen (Furusato et al. 2010). Auf-
grund der chemotaktischen Funktion des CXCR4 migrieren CXCR4-exprimierende 
Zellen entlang des Gradienten zur höchsten CXCL12/SDF-1-Konzentration. 
Die Struktur von CXCR4 als heptahelikaler G-Protein-gekoppelter Rezeptor entspricht 
der Struktur von anderen bekannten Chemokinrezeptoren. Zwei extrazellulär gelegene 
Disulfidbrücken stabilisieren darüber hinaus die Bindungstasche für den endogenen 
CXCR4-Liganden CXCL12/SDF-1 und sind daher von funktioneller Relevanz für die 
CXCR4/CXCL12-Interaktion und die CXCR4-Aktivierung (Wu et al. 2010). 
 
Nach aktuellen Erkenntnissen ist CXCL12/SDF-1 der einzige bekannte endogene 
Ligand für den Chemokinrezeptor CXCR4 und ist darüber hinaus auch der Bindung an 
den Chemokinrezeptor CXCR7 fähig. Als homöostatisches Chemokin erfolgt die 
Expression und Sezernierung von CXCL12/SDF-1 konstitutiv und, wie auch beim 
Chemokinrezeptor CXCR4, durch sehr unterschiedliche Zelltypen und Gewebetypen. 
Leber, Lunge, Nieren, Gehirn und Knochenmark sind hierbei die Gewebe mit den 
höchsten Konzentrationen dieses Chemokins (Chatterjee et al. 2014). Man unter-
scheidet sechs Isoformen von CXCL12/SDF-1, die durch alternatives Spleißen 
entstehen und als SDF-1 α , SDF-1 β , SDF-1 γ , SDF-1 δ , SDF-1 ε  und SDF-1 φ 
bezeichnet werden (Yu et al. 2006). Den Isoformen gemeinsam ist eine als Signal-
peptid fungierende Sequenz von 21 Aminosäuren (Nagasawa 2014).  
Wie auch bei anderen Chemokinen kann die Wirkung von CXCL12/SDF-1 durch 
Proteasen, beispielsweise die Dipeptidylpeptidase-4, mittels N-terminaler Prozes-
sierung reguliert werden. Diese Veränderung des N-Terminus bedingt dabei vor allem 
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eine Verschlechterung der angiogenen Wirkung (Vandercappellen et al. 2008). 
Weitere Regulationsmechanismen der CXCR4/CXCL12-Achse umfassen die ge-
steigerte Expression sowohl von CXCR4, als auch von CXCL12/SDF-1 unter potentiell 
gewebezerstörenden Bedingungen, etwa bei Hypoxie oder bei Strahlenexposition 
(Teicher und Fricker 2010). 
 
2.2.2   Signaltransduktion des CXCR4 
Die Aktivierung des Chemokinrezeptors CXCR4 durch dessen Liganden CXCL12/ 
SDF-1 führt zur Induktion einer Vielzahl von intrazellulären Signaltransduktions-
prozessen. Infolge dieser Mechanismen entwickeln sich unter anderem ein Anstieg der 
intrazellulären Kalziumkonzentration, eine Zunahme der Gentranskription sowie eine 
Verbesserung der Zellmigration, des Zellüberlebens und der Proliferation (Chatterjee 
et al. 2014). Insbesondere für CXCR4-exprimierende Tumorzellen ist dies hinsichtlich 
der Metastasierung, der Invasivität und des Tumorwachstums von großer Bedeutung. 
Wie alle bisher bekannten Chemokinrezeptoren ist auch der CXCR4 ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der darüber hinaus der Subgruppe der Gi-gekoppelten Rezep-
toren zuzuordnen ist. 
 
Die Bindung des CXCR4-Liganden CXCL12/SDF-1 am extrazellulären Anteil des 
Chemokinrezeptors bewirkt die Aktivierung des heterotrimeren, aus einer Gα-, Gβ- und 
Gγ-Untereinheit bestehenden G-Proteins. Der Austausch des an der Gα-Untereinheit 
im inaktiven Zustand gebundenen Guanosindiphosphats (GDP) durch Guanosintri-
phosphat (GTP) bedingt aufgrund der dadurch entstehenden Instabilität des G-Protein-
Komplexes dessen Zerfall in eine Gα- und eine Gβγ-Untereinheit, die den Ablauf 
weiterer Signaltransduktionsprozesse ermöglichen. Neben dieser G-Protein-abhän-
gigen Signaltransduktion besteht mittels Homodimerisierung von CXCR4 und der 
damit verbundenen Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges (Januskinase; englisch: 
Signal Transducer and Activator of Transcription) ebenfalls ein G-Protein-unabhän-
giger Mechanismus zur Vermittlung der CXCR4/CXCL12-Funktionen (Chatterjee et al. 
2014, Mellado et al. 2001). 
Durch die Gβγ-vermittelte Aktivierung der zellmembranständigen Phospholipase C 
erfolgt die Bildung der sekundären Botenstoffe Inositoltrisphosphat (IP3) und 
Diacylglycerin (DAG) aus dem Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
(PIP2). IP3 führt durch Bindung an spezifische Rezeptoren des endoplasmatischen 
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Retikulums zu einer Freisetzung von Kalziumionen ins Zytoplasma entsprechend dem 
Konzentrationsgradienten. Die Interaktion der freigesetzten Kalziumionen mit DAG 
veranlasst schließlich die Aktivierung der Proteinkinase C, die wiederum die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Kaskade (MAPK) initiiert. Diesem Signalweg wird eine hohe 
Bedeutung für die Zellmigration mittels Regulation cytoskelettaler Veränderungen  
beigemessen (Mellado et al. 2001). Auch die Wirkung der Gβγ-aktivierten Phospho-
inositid-3-Kinase (PI3K) wird für die Induktion von Zellmigrationsprozessen verant-
wortlich gemacht. Die Phosphorylierung einer Vielzahl für die fokale Adhäsion der Zelle 
zuständigen Komponenten bewirkt cytoskelettale Veränderungen im Rahmen einer 
Neuorganisation des Aktin-Cytoskeletts (Chatterjee et al. 2014).  
Weiterhin ermöglicht die PI3K die Induktion des PI3K/Akt-Signalweges durch die 
Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) infolge der Phosphory-
lierung von PIP2. Akt entspricht hierbei der Serin/Threonin-Kinase Proteinkinase B 
(PKB). Die Wechselwirkung von Akt/PKB mit PIP3 veranlasst die Phosphorylierung des 
proapoptotisch wirkenden BAD (englisch: Bcl-2-Associated Death Promoter) aus der 
Familie der Bcl-2-Proteine (englisch: B-cell lymphoma 2). BAD inhibiert im nicht-
phosphorylierten Zustand durch Bindung an Bcl-2 dessen antiapoptotische Wirkung, 
wodurch das Zellüberleben reguliert wird (Song et al. 2005). Neben der BAD-ver-
mittelten Inhibition der Apoptose besteht eine Vielzahl weiterer Mechanismen, die 
durch die Wirkung von Akt/PKB das Zellüberleben beeinflussen. Der PI3K/Akt-
Signalweg ist ebenso an der Steuerung von Zellwachstum und Proliferation beteiligt. 
Durch die Regulation des Proteinkomplexes mTORC1 (englisch: mammalian Target 
of Rapamycin Complex 1), der bedeutend für die Kontrolle des Zellwachstums ist, 
werden eine Zunahme der Zellmasse und eine Steigerung der Proteinsynthese 
erreicht. Die Proliferation wird mithilfe der Akt/PKB-induzierten Phosphorylierung 
entsprechender Zellzyklus-Komponenten reguliert (Manning und Cantley 2007). 
 
Die Gα-Untereinheit des G-Protein-Komplexes ist neben der Aktivierung  des MAPK-
Signalweges ebenfalls zur Initiierung des PI3K/Akt-Signalweges imstande. Über diese 
Mechanismen werden die direkte und die indirekte Aktivierung von NF-κB (englisch: 
Nuclear Factor ‚kappa-light-chain-enhancer‘ of activated B-cells) vermittelt, der als 
Transkriptionsfaktor eine Veränderung der Genexpression sowie eine Steigerung der 
Gentranskription induziert (Chatterjee et al. 2014). Die Transkription NF-κB-abhän-
giger Gene begünstigt insbesondere das Zellüberleben (Song et al. 2005).  
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2.2.3   CXCR4-Expression auf Tumorzellen 
Die tumorspezifische Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 ist in einer Vielzahl 
verschiedener Tumorentitäten nachgewiesen worden. Die Detektion CXCR4-exprimie-
render Tumorzellen gelang bisher in mehr als 20 Tumorentitäten, unter anderem der 
Lunge, der Niere und des Gehirns (Chatterjee et al. 2014). Den physiologischen 
Funktionen der CXCR4/CXCL12-Achse entsprechend, wie der gerichteten Migration 
CXCR4-positiver Zellen, der Beteiligung an der Angiogenese und der Vaskularisation 
sowie am Zellüberleben und an der Proliferation, wird der tumorspezifischen CXCR4-
Expression die Mitwirkung an Tumorwachstum, Invasivität, Metastasierung und 
Chemotherapieresistenz zugeschrieben (Chatterjee et al. 2014, Furusato et al. 2010, 
Nagasawa 2014). Begünstigt wird die Expression von CXCR4 hierbei vor allem durch 
den Hypoxie-induzierten Faktor HIF-1α und die Wachstumsfaktoren EGF (englisch: 
Epidermal Growth Factor) und VEGF (englisch: Vascular Endothelial Growth Factor) 
(Chatterjee et al. 2014, Furusato et al. 2010). Unter hypoxischen Bedingungen 
vermittelt die Aktivierung von HIF-1α die Transkription von Genen, die aufgrund der 
verminderten Sauerstoffverfügbarkeit ihrerseits adaptive Signaltransduktionsprozesse 
zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung, beispielsweise durch Angiogenese, 
induzieren (Nagaraju et al. 2015, Schioppa et al. 2003). Die Förderung der Angio-
genese und Vaskularisation des Tumorgewebes bedingt nicht nur eine Verbesserung 
der Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff, sondern ebenfalls die beschleunigte 
Beseitigung von Stoffwechselendprodukten (Vandercappellen et al. 2008).  
 
Neben der HIF-1 α -vermittelten Induktion der CXCR4-Expression begünstigt die 
intratumorale Abnahme der Sauerstoffkonzentration ebenso das Metastasierungs-
verhalten (Vandercappellen et al. 2008). Charakteristisch ist die gerichtete bezie-
hungsweise gelenkte Metastasierung CXCR4-exprimierender Tumorzellen in Gewebe 
und Organe mit physiologisch hohen Konzentrationen an CXCL12/SDF-1 (Chatterjee 
et al. 2014, Teicher und Fricker 2010). Prädilektionsstellen sind folglich insbesondere 
die Gewebe von Leber, Lunge, Nieren, Gehirn und Knochenmark. CXCR4-positive 
Tumorzellen wandern, ähnlich wie Immunzellen oder hämatopoetische Stammzellen 
mit physiologischer CXCR4-Expression, entlang des Gradienten zur höchsten 
CXCL12/SDF-1-Konzentration. Invasivität und das Herauslösen von Tumorzellen aus 
ihrem Zellverband bilden die Grundlage für die Metastasierung von Tumoren. Der 
hierfür notwendige proteolytische Abbau von extrazellulärer Matrix und Basalmem-
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branen wird durch Matrix-Metalloproteasen vermittelt, deren Expression Integrin- und 
CXCL12/SDF-1-abhängig gesteigert wird (Chatterjee et al. 2014, Singh et al. 2004, 
Vandercappellen et al. 2008). Weiterhin bewirkt die Aktivierung der CXCR4/CXCL12-
Achse die Integrin-vermittelte Adhäsion zwischen Tumorzellen und Zellen der extra-
zellulären Matrix, wodurch eine gewisse Resistenz gegenüber der Chemotherapie-
induzierten Apoptose entsteht. In verschiedenen Mausmodellen konnte ebenso ein 
positiver Zusammenhang zwischen einer hohen intratumoralen CXCL12/SDF-1-
Konzentration und dem Tumorwachstum aufgezeigt werden. Die Interaktion von intra-
tumoralem CXCL12/SDF-1 mit CXCR4-exprimierenden Immunzellen, Endothelzellen 
und Epithelzellen, einhergehend mit der gesteigerten Sekretion von Wachstums-
faktoren, Zytokinen und proangiogenen Faktoren, wird als tumorwachstumsfördernd 
erachtet (Chatterjee et al. 2014). 
Bei verschiedenen Tumorentitäten konnte die Korrelation der tumorspezifischen 
CXCR4-Expression und einer damit verbundenen Prognoseverschlechterung nachge-
wiesen werden. Die Detektion CXCR4-positiver Tumorzellen gilt somit als prognos-
tisch ungünstiger Marker bezogen auf das Gesamtüberleben (Chatterjee et al. 2014). 
 
2.2.4   Antagonisierung des CXCR4 
Nach der Entdeckung der Korezeptorfunktion von CXCR4 bei der Aufnahme des 
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) in T-Lymphozyten ist der Entwicklung spezi-
fischer CXCR4-Antagonisten eine hohe Bedeutung zugemessen worden. AMD3100 
(Plerixafor) war die erste Verbindung, deren Wirksamkeit als CXCR4-Antagonist  
bei der Behandlung von HIV-Infektionen in klinischen Studien untersucht wurde 
(Scozzafava et al. 2002). Aufgrund mangelnder oraler Bioverfügbarkeit und dem 
Auftreten von kardialen Nebenwirkungen bei zwei Patienten während der Phase-II-
Studie erlangte AMD3100 allerdings keine Zulassung zur antiretroviralen Therapie 
(Fricker et al. 2006). Durch Zufall ist innerhalb der klinischen Zulassungsstudien von 
Plerixafor ein Anstieg der Leukozyten im peripheren Blut festgestellt worden, der in 
nachfolgenden Untersuchungen auf die Mobilisation CD34-postiver hämatopoetischer 
Stammzellen aus dem Knochenmark zurückgeführt werden konnte (De Clercq 2015, 
DiPersio et al. 2009). Daraufhin erfolgte die Zulassung von AMD3100 in Kombination 
mit G-CSF zur Stammzellmobilisation mit Stammzellsammlung und autologer Trans-
plantation bei Patienten mit multiplem Myelom oder Non-Hodgkin-Lymphom.  
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Die chemische Struktur von AMD3100 als sogenanntes Bicyclam ist durch zwei über 
eine Phenylengruppe verbundene Cyclam-Ringstrukturen gekennzeichnet (siehe 
Abbildung 1). AMD3100 weist im physiologischen pH-Bereich vier positive Ladungen 
auf, die aufgrund der Protonierung von jeweils zwei Stickstoffatomen der Cyclam-
Ringe entstehen und die Bindung negativ geladener Aminosäurereste, wie die 
Carboxygruppen von Aspartat und Glutamat, ermöglichen (Fricker 2013, Teicher und 
Fricker 2010, Wong et al. 2008). Diese spezifische Wechselwirkung zwischen 
AMD3100 und extrazellulär gelegenen Anteilen des Chemokinrezeptors bedingt die 
Inhibition der CXCR4/CXCL-12-Interaktion sowie der nachfolgenden CXCL12/SDF1-
vermittelten Signaltransduktionsprozesse des CXCR4, wobei keine Kreuzreaktivitäten 
zu anderen Chemokinrezeptoren bestehen.  
 
 
   
Abbildung 1: Chemische Strukturformeln des Bicylcams AMD3100 (Plerixafor) und des 
Monocyclams AMD3465. A: Plerixafor (AMD3100). B: AMD3465. Skelettformeln.  
 
Neben AMD3100 (Plerixafor) wurden weitere nicht-peptidische CXCR4-Antagonisten, 
wie beispielsweise das Monocyclam AMD3465 sowie AMD11070, entwickelt, deren 
geringere Molekülgröße zu einer Verbesserung der oralen Bioverfügbarkeit beitrug 
(Wong et al. 2008). Darüber hinaus ist die Antagonisierung des CXCR4 über 
peptidische Antagonisten, unter anderem Polyphemusin, und monoklonale Antikörper 
möglich. In der Entwicklung neuer Therapieansätze zur Tumorbehandlung gilt der 
Chemokinrezeptor CXCR4 als vielversprechende Zielstruktur. Der Inhibition der 
CXCR4/CXCL12-Interaktion wird die Aufhebung der Wechselwirkung zwischen den 
Tumorzellen und deren umliegenden Tumormikromilieu zugesprochen, was die 
Sensibilisierung gegenüber chemotherapeutischen Behandlungen erhöhen und damit 
Einfluss auf Tumorwachstum und Metastasierung haben soll (Chatterjee et al. 2014). 
A                   B   
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2.3   Murine Lungentumor-Modelle 
Zur Untersuchung der Pathogenese von Lungentumoren stellen Tiermodelle eine 
geeignete Möglichkeit dar, um die Komplexität der Tumorentstehung und des 
Therapieansprechens in vivo abzubilden. In-vitro-Methoden, wie unter anderem die 
Durchführung von Studien anhand von Zellkulturen, können diese komplexen Vor-
gänge nur bedingt nachbilden (de Seranno und Meuwissen 2010, Dutt und Wong 
2006). Aufgrund der Ähnlichkeiten zwischen menschlicher und muriner Anatomie und 
Physiologie und der vergleichsweise einfachen Einflussnahme auf das Mausgenom 
eignen sich insbesondere Mausmodelle zur Evaluation diagnostischer Methoden, 
neuartiger Therapien und zielgerichteter Behandlungsoptionen (Dutt und Wong 2006). 
Ein weiterer Fokus liegt auf dem Erfassen molekularer, der Lungentumorentstehung 
und der Metastasierung zugrundeliegender Mechanismen sowie auf dafür verant-
wortlichen Mutationen, die beispielsweise die Gene für den EGF-Rezeptor oder den 
Tumorsuppressor p53 betreffen (Kellar et al. 2015). In den vergangenen Jahrzehnten 
sind zahlreiche murine Lungentumor-Modelle entwickelt worden. Hierbei können 
neben genetisch modifizierten Mausmodellen, wie den klassischen transgenen sowie 
Knock-out- und Knock-in-Mausmodellen, auch Xenograft-Modelle und chemisch indu-
zierte Lungentumor-Modelle unterschieden werden. 
 
Eines der ersten murinen Lungentumor-Modelle auf der Basis einer genetischen 
Modifikation des Mausgenoms bildeten klassische transgene Mausmodelle, bei denen 
die ektope Expression entsprechender Transgene unter Kontrolle heterologer Promo-
toren zur Induktion von Lungentumoren führt (de Seranno und Meuwissen 2010). 
Hierzu erfolgt das Einbringen eines Transgen-tragenden Vektors mittels Mikroinjektion 
in eine befruchtete murine Eizelle mit anschließender Implantation in eine Leihmutter.  
Die Verwendung der Virusproteine E6 und E7 des Humanen Papillomavirus 16, die 
durch Bindung von p53 zu dessen Ubiquitinylierung und Proteolyse beitragen, als 
Transgen in Kombination mit dem Keratin 5-Promotor ergibt somit die Bildung von 
Adenokarzinomen der Lunge (Meuwissen und Berns 2005). Die gewebespezifische 
Tumorbildung wird dabei durch den Promotor für Keratin 5 erreicht, eines in Basal-
zellen mehrschichtiger Epithelien vorkommenden Cytokeratins (Carraresi et al. 2001). 
Trotz der möglichen Nachbildung einer Überexpression bestimmter Onkogene ent-
sprechen die grundsätzliche Expression und die fehlenden Regulationsmöglichkeiten 
allerdings nicht dem tatsächlichen Expressionsmuster (Dutt und Wong 2006). 
  Einleitung 
   
23 
 
Als Weiterentwicklung des klassischen transgenen Mausmodells ermöglichen Knock-
out- und Knock-in-Mausmodelle die gezielte Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen (Knock-out) beziehungsweise die gezielte Aktivierung von Onkogenen (Knock-
in) in murinen embryonalen Stammzellen. Die auf diese Weise veränderten Stamm-
zellen werden in die primäre Leibeshöhle eines wenige Tage alten Mausembryos 
injiziert, woraufhin die Implantation in eine Leihmutter erfolgt (Dutt und Wong 2006). 
Auch dieses Lungentumor-Modell führt zur Bildung von Adenokarzinomen, etwa durch 
K-ras-Aktivierung oder p53-Inaktivierung (de Seranno und Meuwissen 2010). Limita-
tionen sind hierbei sowohl die durch Inaktivierung essentieller Tumorsuppressorgene 
bedingte embryonale Letalität, als auch das durch Inaktivierung nicht-essentieller 
Tumorsuppressorgene hervorgerufene breite Tumorspektrum, wobei Lungentumoren 
hieran lediglich einen geringen Anteil bilden. Durch die Aktivierung beziehungsweise 
Inaktivierung einzelner Gene kann außerdem die Komplexität der Tumorentstehung 
nicht nachempfunden werden (Dutt und Wong 2006). 
 
Eine Alternative zu genetisch veränderten Mausmodellen stellen Xenograft-Modelle 
dar, die durch Injektion humaner Tumorzellen in immungeschwächte Empfängertiere 
charakterisiert sind. Die humanen Tumorzellen stammen dabei entweder von 
bestimmten Zelllinien oder von operativ entfernten Lungentumoren und können 
systemisch, subkutan oder orthotop, das heißt an die anatomisch korrekte Stelle, 
injiziert werden. Das Zellwachstum ist von verschiedenen Faktoren, wie dem Zelltypen 
und der Anzahl übertragener Zellen abhängig (Kellar et al. 2015). Aufgrund der 
möglichen Abstoßung implantierter humaner Tumorzellen bei immunkompetenten 
Mäusen besteht die Notwendigkeit der Injektion in immungeschwächte Empfänger-
tiere. Indem Genexpression und histologische Eigenschaften den humanen Lungen-
tumoren gleichen, kann deren Komplexität umso genauer nachempfunden werden. 
Hieraus ergibt sich die Möglichkeit zur Evaluation personalisierter Behandlungs-
strategien (Gazdar et al. 2015, Kellar et al. 2015). Bestehende Unterschiede zwischen 
dem murinen und dem humanen Tumormikromilieu sowie der murine Ursprung des 
umgebenden Bindegewebes und des Gefäßsystems limitieren dieses Lungentumor-
Modell hingegen (Gazdar et al. 2015, Meuwissen und Berns 2005). 
 
Chemisch induzierte Lungentumor-Modelle erfassen den mehrstufigen Prozess zur 
Tumorentstehung und ähneln der Morphologie humaner Lungentumoren. Neben der 
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Induktion von Adenomen und Adenokarzinomen führen diese Tumormodelle auch zur 
Entstehung neuroendokriner Tumoren, wie dem kleinzelligen Bronchialkarzinom 
(Gazdar et al. 2015). Hierbei besteht die Notwendigkeit der Exposition oder des Ver-
abreichens von Karzinogenen, etwa des vom Nikotin abgeleiteten Nitrosamin-Ketons 
NNK, zur Induktion von Mutationen. Unterschiede in der Verabreichung können hin-
gegen Abweichungen in den Ergebnissen bedingen (Kellar et al. 2015).  
 
2.3.1   NNK- und LPS-vermitteltes Lungentumor-Modell 
In der Entstehung von malignen Lungentumoren scheint die chronische Lungen-
entzündung einen bedeutenden Faktor darzustellen. Epidemiologischen Untersu-
chungen entsprechend ist eine chronische Entzündung des Lungengewebes, einher-
gehend mit resultierenden Gewebeschäden, mit einer Erhöhung des Risikos bezüglich 
der Entwicklung von Lungentumoren assoziiert. Durch neutrophile Granulozyten im 
Rahmen der Entzündungsreaktion freigesetzte reaktive Sauerstoffverbindungen und 
Stickstoffverbindungen induzieren möglicherweise DNA-Schäden, die in Kombination 
mit Karzinogen-bedingten genetischen Veränderungen zur Tumorentstehung führen 
(Engels 2008, Weitzman und Gordon 1990). Die Arbeitsgruppe um Keohavong unter-
suchte diesen Zusammenhang unter Verwendung eines NNK- und LPS-vermittelten 
murinen Lungentumor-Modells (Keohavong et al. 2011). Die Tumorentstehung erfolgt 
hierbei auf der Basis einer chemischen Induktion mithilfe des vom Nikotin abgeleiteten 
Nitrosamin-Ketons NNK, eines potenten Karzinogens, auf dem Boden einer durch das 
Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien hervorgerufenen Lungenentzündung.  
 
Keohavong et al. grenzten vier verschiedene Behandlungsgruppen von jeweils 15 
Versuchstieren ab, die über einen Zeitraum von 16 Wochen entweder lediglich LPS 
beziehungsweise NNK oder die Kombination von LPS und NNK erhielten. Der vierten 
aus Kontrolltieren bestehenden Behandlungsgruppe wurde über denselben Zeitraum 
eine Natriumchlorid-Lösung verabreicht. Die LPS-Gabe wurde am ersten Tag jeder 
Woche über den gesamten Behandlungszeitraum mit 5 μg LPS in 30 μl Phosphat-
gepufferter Salzlösung durch intranasale Instillation, die NNK-Gabe am ersten und 
dritten Tag jeder Woche über die ersten vier Behandlungswochen mit 3 mg NNK in 
200 μl Natriumchlorid-Lösung durch intraperitoneale Injektion durchgeführt. 
Die anschließende histologische Beurteilung erbrachte den Nachweis von Adenomen 
und Adenokarzinomen bei allen mit NNK und LPS behandelten Versuchstieren. In der 
  Einleitung 
   
25 
 
Behandlungsgruppe, die lediglich NNK bekommen hatte,  konnten Lungentumoren bei 
sieben Versuchstieren festgestellt werden. Demgegenüber entwickelten die Versuchs-
tiere unter ausschließlicher LPS-Behandlung und die unbehandelten Kontrolltiere 
keine Lungentumoren. Während bei den Kontrolltieren histologisch gesundes Lungen-
gewebe ohne eine Entzündungszellinfiltration nachgewiesen wurde, zeigten die Ver-
suchstiere der LPS-Behandlungsgruppe eine überwiegend perivaskuläre Infiltration 
des Lungengewebes mit Entzündungszellen als Ausdruck einer Lungenentzündung. 
 
2.3.2   Nikotin-abgeleitetes Nitrosamin-Keton NNK 
Tabakrauch enthält eine Vielzahl karzinogen wirkender Substanzen, die an der Ent-
stehung von Lungentumoren beteiligt sind. Als das am potentesten wirkende Karzino-
gen gilt hierbei das vom Nikotin abgeleitete Nitrosamin-Keton NNK (englisch: Nicotine-
derived Nitrosamine Ketone), auch als 4-(Methyl-Nitrosamin)-1-(3-Pyridyl)-1-Butanon 
bezeichnet, das tabakspezifisch und daher in allen Tabakprodukten enthalten ist. NNK 
entsteht sowohl endogen in der Tabakpflanze, als auch bei der Trocknung und 
Nachbehandlung sowie der Verbrennung von Tabakblättern durch Nitrosierung des 
Tabakalkaloids Nikotin (Hecht 1998, Maser 2004). Die in Abbildung 2 dargestellten 
Skelettformeln verdeutlichen die chemische Ähnlichkeit von Nikotin und NNK. 
Während Nikotin sowohl einen Pyridin-Ring, als auch einen Pyrrol-Ring aufweist, zeigt 
NNK neben dem Pyridin-Ring einen aufgespaltenen Pyrrol-Ring. Die endständige 
Methylgruppe des NNK ist für dessen karzinogene Wirkung verantwortlich (Maser 
2004). Da NNK eine inerte Verbindung darstellt, ist zur Entfaltung der Karzinogenität 





                                  
 
Abbildung 2: Chemische Strukturformeln von Nikotin und des vom Nikotin abgeleiteten Nitro-
samin-Ketons (NNK). A: Nikotin. B: Nikotin-abgeleitetes Nitrosamin-Keton (NNK). Skelett-
formeln.  
A                B 
  Einleitung 
   
26 
 
Die metabolische Umsetzung von NNK umfasst neben oxidativen auch reduktive 
Aktivierungswege, die Cytochrom-P450-abhängig zur Entstehung elektrophiler Ver-
bindungen beitragen, welche zur Reaktion mit nukleophilen DNA-Bestandteilen im-
stande sind (Hecht et al. 2016). Hierbei erfolgen die Ausbildung von DNA-Addukten 
und die Alkylierung von DNA-Basen, was wiederum Basenfehlpaarungen und Muta-
tionen begünstigt. NNK vermittelt somit die Bildung von Lungentumoren, insbeson-
dere von Adenomen und Adenokarzinomen, durch unmittelbare Wechselwirkung mit 
der DNA (Akopyan und Bonavida 2006, Hecht et al. 2016). 
Die reduktive Metabolisierung von NNK zum Nikotin-abgeleiteten Nitrosaminalkohol 
NNAL (englisch: Nicotine-derived Nitrosamine Alcohol) ist für die Einleitung der 
Detoxikation von NNK bedeutend. NNAL besitzt wie NNK eine karzinogene Wirkung. 
Die anschließende Glucuronidierung zu NNAL-Glucuronid ermöglicht letztlich die 
Exkretion dieses Metaboliten über den Urin (Maser 2004). 
 
2.3.3   Bakterielle Lipopolysaccharide 
Bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) bilden als Glykolipid einen Hauptbestandteil der 
Außenschicht der äußeren Membran gramnegativer Bakterien und grenzen als 
physikalische Barriere das Bakterium gegenüber seiner Umwelt ab (King et al. 2009). 
LPS besteht aus drei Komponenten, dem Lipid A, einem Core-Oligosaccharid und dem 
O-Antigen. Das Lipid A vermittelt als hydrophobe Domäne die Verankerung von LPS 
in der äußeren Membran und ist darüber hinaus für die biologische Wirkung von LPS 
als Endotoxin verantwortlich. Die Freisetzung der Endotoxine erfolgt beim Zerfall der 
gramnegativen Bakterien und führt zu einer Entzündungsreaktion. Das O-Antigen ist 
ein hoch variables, kovalent an das Core-Oligosaccharid gebundenes Polysaccharid 
(Maldonado et al. 2016). Es stellt die direkte Wechselwirkung mit dem umgebenden 
Milieu her und ist Vermittler bakterienspezifischer Oberflächeneigenschaften, wie dem 
Schutz vor Phagozytose oder Komplement-abhängiger Opsonierung (King et al. 
2009). Die Verbindung zwischen dem hydrophoben Lipid A und dem hydrophilen  
O-Antigen bildet das Core-Oligosaccharid.  
Eine chronische Exposition mit LPS ist aufgrund einer Entzündungsreaktion mit 
peribronchialer und perivaskulärer Entzündungszellinfiltration mit verschiedenen 
Lungenerkrankungen, unter anderem Asthma bronchiale, assoziiert, deren Risiko 
auch durch signifikante Mengen an LPS im Tabakrauch und durch eine entsprechende 
Exposition verstärkt werden kann (Hasday et al. 1999, Vernooy et al. 2002).
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3   Ziele der Arbeit 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein möglichst realitätsnahes tierexperimentelles 
Lungentumor-Modell etabliert und charakterisiert werden, um auf dessen Grundlage 
die Suche nach neuen Zielstrukturen für die Diagnostik und die Therapie maligner 
Lungentumoren zu ermöglichen. Entsprechend dem von Keohavong et al. (2011) 
erstmals beschriebenen murinen Lungentumor-Modell erfolgte die Tumorinduktion in 
Mäusen hierbei mit dem vom Nikotin abgeleiteten Nitrosamin-Keton NNK und dem 
Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien. Eine mögliche zukünftige Zielstruktur für 
die Diagnose und die Therapie von Bronchialkarzinomen stellt der Chemokinrezeptor 
CXCR4 dar. Eine Überexpression dieses Rezeptors konnte in über 20 verschiedenen 
Tumorentitäten, unter anderem auch in Bronchialkarzinomen, nachgewiesen werden. 
Dem CXCR4 wird dabei unter anderem eine wichtige Funktion bei der Neoangio-
genese, dem Wachstum, der Invasivität, der Metastasierung und der Chemotherapie-
resistenz der Tumoren zugeschrieben. Hieraus ergab sich als weitere Zielsetzung die 
Charakterisierung der CXCR4-Expression in den mittels NNK und LPS induzierten 
Lungentumoren, die in zwei transgenen Mauslinien, in Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen und 
in Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen, untersucht werden sollte. Durch die 
Expression von eGFP unter Kontrolle des murinen Cxcr4-Promotors in beiden 
transgenen Mauslinien sollte so der Nachweis einer tumoralen CXCR4-Expression 
indirekt mithilfe der natürlichen Autofluoreszenz des eGFP sowie unter Verwendung 
eines spezifischen Anti-eGFP-Antikörpers erbracht werden. Darüber hinaus sollte eine 
direkte Darstellung des CXCR4 mithilfe der Anti-CXCR4-Antikörper UMB-2 und 2B11, 
die an verschiedenen Stellen des CXCR4 binden, erfolgen. Aufgrund der Phospho-
sensitivität des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 sollte zusätzlich der Anteil phosphory-
lierter und unphosphorylierter, also durch den endogenen CXCR4-Liganden CXCL12/ 
SDF-1 aktivierter und nicht aktivierter, Rezeptoren erfasst werden. Weiterhin sollten 
die NNK- und LPS-induzierten Lungentumoren hinsichtlich der Expression des 
CXCL12/SDF-1, des Proliferationsmarkers Ki-67, des neuroendokrinen Tumormarkers 
Chromogranin A und des Somatostatin-Rezeptors SSTR2 sowie, zur Abgrenzung 
CXCR4-exprimierender Immunzellen und Endothelzellen von Tumorzellen, hinsicht-
lich der Expression von CD11b, CD31, CD34, CD68 und Gr-1 charakterisiert und 
verglichen werden. In der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie sollte 
schließlich ein Therapieversuch mit dem nicht-peptidischen CXCR4-Antagonisten 
AMD3100 (Plerixafor) durchgeführt werden. 
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4   Material und Methoden 
4.1   Material 
4.1.1   Mausstämme und Behandlung 
Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Tierversuche sind vom Thüringer Landesamt für 
Verbraucherschutz (Registriernummer: 02-045/14) genehmigt worden. Die Durch-
führung der Untersuchungen erfolgte an männlichen, sieben Wochen alten Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen in einem Pilotversuch und gleichaltrigen Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen im Hauptversuch. Die transgenen Mauslinien wiesen 
jeweils einen CD1-Hintergrund auf. In das Genom dieser transgenen Mausstämme 
wurden mehrere Kopien eines modifizierten BAC (englisch: Bacterial Artificial 
Chromosome) integriert, sodass ein eGFP-Reportergen (eGFP, englisch: enhanced 
Green Fluorescent Protein) unter Kontrolle des murinen Cxcr4-Promotors, bezie-
hungsweise ein Cxcl12RFP-Fusionsprotein (RFP, englisch: Red Fluorescent Protein) 
unter Kontrolle des murinen Cxcl12-Promotors exprimiert wird (Bhattacharyya et al. 
2008, Tran et al. 2007). Die Versuchstiere wurden im institutseigenen Tierhaus, das 
sich in den Räumen des Instituts für Pharmakologie und Toxikologie des Universitäts-
klinikums Jena befindet, jeweils zu zweit oder zu dritt in Typ-II-Makrolonkäfigen unter 
Standardbedingungen gehalten. Diese standardisierten Haltungsbedingungen um-
fassten den freien Zugang zu Futter (Altromin 1324-Maus-Haltungsfutter, Altromin 
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage/Deutschland) und Wasser, eine Raumtemperatur 
von 22±2 °C, eine Luftfeuchtigkeit von etwa 55 % sowie einen Tag/Nacht-Rhythmus 
von 12/12 Stunden. 
 
Der dem Hauptversuch vorangestellte Pilotversuch mit 24 Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen 
über einen Zeitraum von 17 Wochen beabsichtigte die chemische Induktion von 
Lungentumoren mithilfe von NNK (Toronto Research Chemicals, Toronto/Kanada) und 
LPS (Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland) und die Evaluation der Häufigkeit der 
Tumorentstehung im Vergleich zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Keohavong. 
Hierzu wurden zwei Behandlungsgruppen mit insgesamt 22 Mäusen von einer 
Kontrollgruppe mit zwei Mäusen abgegrenzt. Die zehn Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse in der 
ersten Behandlungsgruppe erhielten NNK und LPS, die zwölf Versuchstiere der 
zweiten Behandlungsgruppe ausschließlich LPS. Unter leichter Narkose mit Isofluran 
(Piramal Critical Care, Hallbergmoos/Deutschland) wurden jeweils am ersten Tag 
jeder Woche über den gesamten Untersuchungszeitraum 5 μg LPS in 30 μl Phosphat-
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gepufferter Salzlösung durch intranasale Instillation und jeweils zweimal am ersten und 
dritten Tag jeder Woche über den Zeitraum der ersten vier Wochen 3 mg NNK in  
200 μl Natriumchlorid-Lösung durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Die Kon-
trollgruppe erhielt keine Behandlung. 
 
Durchgeführte Behandlungen im Pilotversuch und im Hauptversuch 
 
  
                   
                   
Woche                             5                                        10                                       15       
    LPS-Gabe:  5 μg LPS in 30 μl Phosphat-gepufferter Salzlösung intranasal,  
jeweils einmal, am ersten Tag der Woche 
 
  
                   
                   
Woche                             5                                        10                                       15                 
    NNK-Gabe:  3 mg NNK in 200 μl Natriumchlorid-Lösung intraperitoneal,  
jeweils zweimal, am ersten und dritten Tag der Woche 
 
  
                   
                   
Woche                             5                                        10                                       15                    
    AMD3100-Gabe:  25 μg/Stunde AMD3100, gelöst in Phosphat-gepufferter 




     
 
    
 
   
 
Abbildung 3: Darstellung der Gabe von LPS (blau), NNK (grün) und AMD3100 (rot). 
 
Im Hauptversuch wurde die Wirkung des CXCR4-Antagonisten AMD3100 (Tocris Bio-
science, Bristol/Großbritannien) hinsichtlich des Einflusses auf die analog zum Pilot-
versuch induzierten Bronchialkarzinome an 16 Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen über einen Zeitraum von zwei Wochen untersucht. Es wurden hierbei zwei 
Behandlungsgruppen mit insgesamt zwölf Versuchstieren und eine Kontrollgruppe mit 
vier Mäusen unterschieden. Die neun Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse in 
der ersten Behandlungsgruppe erhielten NNK und LPS, die drei Versuchstiere der 
zweiten Behandlungsgruppe NNK, LPS und AMD3100. Die Verabreichung von NNK 
und LPS erfolgte analog zum Pilotversuch. Die Kontrollgruppe erhielt wiederum keine 
Behandlung. Nach erfolgter 17-wöchiger Tumorinduktion wurde den Versuchstieren 
der zweiten Behandlungsgruppe über eine osmotische Minipumpe in Phosphat-
gepufferter Salzlösung gelöstes AMD3100 mit einer Abgabegeschwindigkeit von  
25 μg/Stunde subkutan über einen Zeitraum von zwei Wochen verabreicht. Die osmo-
tische Minipumpe (ALZET Osmotic Pumps, DURECT Corporation, Cupertino, Kalifor-
nien/USA) wurde hierzu in das Subkutangewebe unterhalb des rechten Schulterblatts 
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implantiert. Nach dem Ende der Behandlungen im Pilotversuch und im Hauptversuch 
erfolgte die Tötung der Versuchstiere in Isofluran-Narkose mit anschließender Ent-
nahme der Mausorgane und sofortiger Fixierung in 10%ig gepuffertem Formalin. In 
Abbildung 3, Seite 29, sind die im Pilotversuch und im Hauptversuch durchgeführten 
Behandlungen mit LPS, NNK und AMD3100 dargestellt. 
 
4.1.2   Chemikalien und Lösungen 
In den Tabellen 3 und 4 sind die Art und die Herkunft verwendeter Chemikalien sowie 
eingesetzte Lösungen und deren Herstellung zusammengefasst.  
 
Tabelle 3: Art und Herkunft verwendeter Chemikalien 
Chemikalie Lieferant und Herkunft 
Aminoethylcarbazol BioGenex, Fremont, Kalifornien/USA 
Ammoniak-Lösung Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Carestream Kodak autoradiography 
GBX developer/replenisher 
Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Carestream Kodak autoradiography 
GBX fixer/replenisher 
Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Citronensäure-Monohydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
DePex Serva GmbH, Heidelberg/Deutschland 
Diamidinphenylindol Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Diazabicyclooctan Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Eosin Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Essigsäureanhydrid Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Ethanol Echter Nordhäuser Spirituosen GmbH, 
Nordhausen/Deutschland 
Ethylendiamintetraessigsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Hämatoxylin Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
Isopropanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Lambda-Protein-Phosphatase New England Biolabs GmbH,  
Frankfurt am Main/Deutschland 
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Mowiol 4-88 Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
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Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Paraformaldehyd Honeywell Specialty Chemicals Seelze 
GmbH, Seelze/Deutschland 
Rinderserumalbumin PAA Laboratories GmbH, 
Pasching/Österreich 
RNase A Roche Deutschland, Grenzach-
Wyhlen/Deutschland 
RNase T1 Roche Deutschland, Grenzach-
Wyhlen/Deutschland 
Thiomersal AppliChem, Darmstadt/Deutschland 
Tissue-Tek-O.C.T.-Compound Sakura Finetec Germany GmbH, 
Staufen/Deutschland 
Triethanolamin Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland 
TRIS-Hydrochlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland 
Triton X-100 Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Wasserstoffperoxid-Lösung Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
Xylol Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland 
 
 
Tabelle 4: Übersicht über verwendete Lösungen und deren Herstellung 
Lösung Mengen Chemikalien und Lösungen 
Ammoniakwasser 1,4 ml 
ad 250 ml 
Ammoniak-Lösung (25 %) 
Aqua bidestillata 






 pH-Einstellung mit Natriumhydroxid (2 M) 
Citrat-Puffer-Stammlösung A 21,01 g 
ad 1000 ml 
Citronensäure-Monohydrat 
Aqua bidestillata 
Citrat-Puffer-Stammlösung B 29,41 g 
ad 1000 ml 
Natriumcitrat-Dihydrat 
Aqua bidestillata 







TRIS-Hydrochlorid (pH 8,5) 
Aqua bidestillata 
Diazabicyclooctan 






 pH-Einstellung mit Natriumhydroxid (2 M) 
  Material und Methoden 





















RNase A Stock 100 mg 
15 ml 
RNase A 
RNase A Stock-Puffer 
RNase A Stock-Puffer 15 ml 
150 ml 
3 ml 
ad 1500 ml 
TRIS-Hydrochlorid (pH 8,0) 
Natriumchlorid-Lösung (5 M) 
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 
Aqua bidestillata 
RNase-Puffer 3 ml 
7,5 μl 
750 ml 
RNase A Stock 
RNase T1 
RNase A Stock-Puffer 
Standard-Natriumcitrat-Lösung 
(SSC, 20x; pH 6,3) 
176 g 
350 g 





gepufferter Salzlösung (TPBS) 
1 g 




gepufferter Salzlösung und  









Abkürzungen:  EDTA - Ethylendiamintetraessigsäure, SSC - Standard-Sodium-Citrate  
 
 
4.1.3   Verwendete Antikörper 
In den Tabellen 5 und 6 sind die bei der immunhistochemischen Färbung an Formalin-
fixierten und in Paraffin eingebetteten Präparaten und bei der Free-Floating-Methode 
verwendeten Primärantikörper sowie deren Antigenstrukturen, Klonbezeichnung, 
Verdünnung, Spezies, Klonalität und Bezugsquelle dargestellt. Die zusätzlich bei der 
immunhistochemischen Färbung verwendeten biotinylierten Sekundärantikörper 
entstammen dem Vectastain ABC-Kit, mouse IgG, rabbit IgG (Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien/USA) sowie dem AEC Substrate Pack (BioGenex, Fremont, 
Kalifornien/USA). Bei der Free-Floating-Methode wurden als Sekundärantikörper 
zusätzlich Alexa-Fluor-488-gekoppeltes goat anti-chicken IgG und Alexa-Fluor-555-
gekoppeltes Streptavidin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts/USA) 
  Material und Methoden 
   
33 
 
sowie biotinyliertes donkey anti-rabbit IgG oder donkey anti-mouse IgG (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania/USA) genutzt. 
 
Tabelle 5: Übersicht über verwendete Primärantikörper 
Antigen Klon Verdünnung    Spezies Klonalität Methode 
CD11b 2LPM19c 1:2000 Maus monoklonal FFM 
CD31 JC70A 1:1000 Maus monoklonal FFM 
CD34 QBEnd 10 1:50 Maus monoklonal FFM, IHC 
CD68 514H12 1:50 Maus monoklonal FFM 
CgA LK2H10 1:50 Maus monoklonal FFM, IHC 
CXCR4 2B11 1:5000 Ratte monoklonal FFM 
CXCR4 UMB-2 1:1 Kaninchen monoklonal FFM, IHC 
eGFP  1:500 Huhn polyklonal FFM 
eGFP  1:1000 Kaninchen polyklonal IHC 
Gr-1 1A8-Ly6g 1:500 Ratte monoklonal FFM 
Ki-67  1:2500 Kaninchen polyklonal FFM 
Ki-67 MIB-1 1:50 Maus monoklonal IHC 
SDF-1 79018 1:500 Maus monoklonal FFM, IHC 
SSTR2 UMB-1 1:10 Kaninchen monoklonal IHC 
Abkürzungen:  CgA - Chromogranin A, FFM - Free-Floating-Methode, IHC - Immun- 
   histochemie an Paraffinschnitten 
 
Tabelle 6: Art und Herkunft verwendeter Primärantikörper 
Antigen Klon Lieferant und Herkunft 
CD11b 2LPM19c Dako Denmark A/S, Glostrup/Dänemark 
CD31 JC70A Dako Denmark A/S, Glostrup/Dänemark 
CD34 QBEnd 10 Dako Denmark A/S, Glostrup/Dänemark 
CD68 514H12 Bio-Rad AbD Serotec GmbH, Puchheim/Deutschland 
CgA LK2H10 BioLogo, Kronshagen/Deutschland 
CXCR4 2B11 BD Biosciences, Heidelberg/Deutschland 
CXCR4 UMB-2 Epitomics, Burlingame, Kalifornien/USA 
eGFP (FFM)  Aves Labs Inc., Tigard, Oregon/USA 
eGFP (IHC)  Synaptic Systems GmbH, Göttingen/Deutschland 
Gr-1 1A8-Ly6g Affymetrix eBioscience, San Diego, Kalifornien/USA  
Ki-67 (FFM)  Leica Biosystems, Nussloch/Deutschland 
Ki-67 (IHC) MIB-1 Dako Denmark A/S, Glostrup/Dänemark 
SDF-1 79018 R&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota/USA 
SSTR2 UMB-1 Epitomics, Burlingame, Kalifornien/USA 
Abkürzungen:  CgA - Chromogranin A, FFM - Free-Floating-Methode, IHC - Immun- 
   histochemie an Paraffinschnitten 
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4.1.4   Geräte und Verbrauchsmaterial 
Die nachstehende Tabelle 7 fasst die für die Methoden notwendigen und verwendeten 
Geräte und Verbrauchsmaterialien zusammen.  
 
Tabelle 7: Art und Herkunft verwendeter Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Material Lieferant und Herkunft 
Analysenwaage A200S Sartorius AG, Göttingen/Deutschland 
Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig/Deutschland 
Färbeküvetten mit Deckel Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland 
Glasfärbegestelle Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland 
Heizplatte und Magnetrührer SLR Schott Instruments, Mainz/Deutschland 
Kodak BioMax MR Autoradiography 
Film 
VWR, Radnor, Pennsylvania/USA 
 
Kryomikrotom CM3050 S Leica, Solms/Deutschland 
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 880 Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena/Deutschland 
Leica-Jung-Histokinette 2000 Leica, Solms/Deutschland 
Mikroskop Axio Imager A1 Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena/Deutschland 
Mikrotommesser N35HR Feather, Osaka/Japan 
Mikrowelle CB 1271 Bomann, Kempen/Deutschland 
Objektträger SuperFrost® plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts/USA 
Paraffin-Gießautomat EG 1110 Leica, Solms/Deutschland 
Rotationsmikrotom HM 335 E Microm, Walldorf/Deutschland 
Shandon Coverplates® 
 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts/USA 
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4.2   Methoden 
4.2.1   Immunhistochemie an Paraffinschnitten 
Die Immunhistochemie stellt eine Methode zur Lokalisierung und Sichtbarmachung 
bestimmter Zielstrukturen, wie beispielsweise von Membranbestandteilen oder Zellbe-
standteilen, unter Verwendung von spezifischen, gegen diese Strukturen gerichteten 
Antikörpern dar. Wiederum gegen diese Primärantikörper gerichtete Sekundär-
antikörper ermöglichen nicht nur eine Signalamplifikation, sondern auch die durch 
Wechselwirkung mit einem enzymgekoppelten Komplex entstehende Farbreaktion. 
 
In Vorbereitung auf die immunhistochemische Färbung erfolgte die Einbettung der in 
Formalin fixierten Mausorgane in Paraffin. Hierzu wurden die Organe zunächst über 
eine aufsteigende Alkoholreihe in Paraffin überführt und in Blöcke gegossen. Anschlie-
ßend wurden von diesen mithilfe eines Rotationsmikrotoms Gewebeschnitte mit einer 
Schichtdicke von 4 μm gewonnen und auf Adhäsionsobjektträger aufgebracht. Um die 
Voraussetzung für die immunhistochemische Färbereaktion zu schaffen, waren die 
Entparaffinierung der Gewebeschnitte mittels Xylol und dessen Entfernung durch 
Ethanol (100 %) erforderlich. Daraufhin folgte die Wasserstoffperoxid-vermittelte 
Blockierung der endogenen Peroxidase und Rehydrierung der Schnitte mittels 
absteigender Alkoholreihe. Beim Fixierungsprozess entstandene Quervernetzungen 
können zu einer Maskierung der Zielstrukturen führen, die als Antigene dadurch nicht 
von den Primärantikörpern erkannt werden können. Aus diesem Grund war in der 
vorliegenden Untersuchung eine Antigendemaskierung zur Verstärkung der Signal-
intensität durch wiederholtes Kochen in Citrat-Puffer notwendig. Um eine spezifische 
Bindung zwischen dem jeweiligen Primärantikörper und dessen Antigen zu erreichen, 
wurden im Rahmen der pH-Pufferung unterschiedliche Ladungen innerhalb des 
Gewebes mit Hilfe von Rinderserumalbumin abgesättigt und unspezifische Bindungen 
durch Zugabe eines normalen Serums aus derselben Spezies, aus der der Sekundär-
antikörper hergestellt wurde, blockiert. Dies schafft die Grundlage zur daraufhin 
folgenden Zugabe des Primärantikörpers und der spezifischen Antigenbindung. 
 
Die immunhistochemische Färbung erfolgte in der vorliegenden Arbeit mithilfe der 
indirekten Peroxidase-Methode. Der gegen den Primärantikörper gerichtete Sekundär-
antikörper weist hierbei eine Kopplung mit Biotin auf, welches zur spezifischen 
Bindung mit Avidin fähig ist. Die Reaktion des biotinylierten Sekundärantikörpers mit 
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dem Avidin-Peroxidase-Komplex ist essentiell für die Färbereaktion, die durch die 
Wechselwirkung zwischen freiem Sauerstoff und dem Chromogen Aminoethylcarbazol 
vermittelt wird. Freier Sauerstoff entsteht dabei durch die Peroxidase-abhängige 
Katalyse von Wasserstoffperoxid. Das Resultat des Färbevorgangs ist eine rotbraune 
Färbung der Zielstrukturen, wobei die Färbereaktion letztlich durch Hinzugabe von 
bidestilliertem Wasser gestoppt wird, um eine Überfärbung zu verhindern. Schließlich 
erfolgte die Kernfärbung mit dem basischen Farbstoff Hämatoxylin, der zu einer 
Anfärbung anionischer Zellbestandteile wie beispielsweise DNA oder RNA führt. Durch 
wiederholtes Eintauchen in Ammoniakwasser und der damit verbundenen pH-Wert-
Erhöhung wird die charakteristische Blaufärbung von Hämatoxylin erreicht.  
Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte zur immunhistoche-
mischen Färbung ist der Tabelle 8 zu entnehmen. 
 
Tabelle 8: Protokoll zur immunhistochemischen Färbung von Paraffinschnitten 
Arbeitsschritt Lösungen und Mengen Inkubationszeit 
1. Entparaffinierung Xylol 3 x 20 Minuten 
2. Entfernung des Xylols Ethanol (100 %) 3 x 20 Minuten 
3. 
 
Blockierung der endogenen 
Peroxidase zur Verhinderung 
einer unspezifischen Färbung 
Wasserstoffperoxid  





4. Rehydrierung der Schnitte 
durch eine absteigende 
Alkoholreihe 
Ethanol (95 %) 
Ethanol (80 %) 
Ethanol (70 %) 
Aqua bidestillata 
2 x 2 Minuten 
2 Minuten 
2 Minuten 
2 x 5 Minuten 
5. Demaskierung der Antigene 
zur Verstärkung der 
Signalintensität 














6. Abkühlung der Präparate (30 Minuten) und anschließende Überführung in 
Aqua bidestillata (5 Minuten) 
7. pH-Pufferung PBS mit RSA (1 %) 5 Minuten 
8. Einsortierung der Objektträger in Sequenza-Färbesysteme (Entstehung 
eines kapillären Spalts zum Verabreichen der weiteren Lösungen) 
9. pH-Pufferung PBS mit RSA (1 %), 
1500 μl 
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10. Blockierung unspezifischer 
Bindungen zur Reduktion von 
Hintergrundfärbungen 
normales Serum aus 




11. Antikörper-Bindung spezifischer Antikörper, 
300 μl 
über Nacht bei  
4 °C 
12. Spülen der Schnitte zur 
Entfernung unspezifisch 
gebundener Antikörper 
PBS mit RSA (1 %),  
2 x 1500 μl 
 
13. Zugabe des Sekundär-
antikörpers 
150 μl 30 Minuten 
14. Spülen der Schnitte PBS mit RSA (1 %), 
1500 μl 
 
15. Zugabe des 
enzymgekoppelten 
Komplexes zur Ermöglichung 
der Färbereaktion 
Avidin-Peroxidase-
Komplex, 150 μl 
30 Minuten 
16. Spülen der Schnitte PBS mit RSA (1 %), 
1500 μl 
 
17. Färbung der Antikörper-
gebundenen Bereiche 
AEC, 150 μl 2 x 15 Minuten 
18. Stoppen der Färbereaktion 
durch Spülen 
Aqua bidestillata, 1500 μl  
19. Zurücksortierung der Präparate in die Glas-Färbeküvetten  
20. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2 x 1 Minute 
21. Gegenfärbung Hämatoxylin 3 Minuten 
22. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2,5 Minuten 
23. Hämatoxylin-Bläuung Ammoniakwasser 5 x Eintauchen 
24. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2,5 Minuten 
25. Eindecken der Präparate mittels Mowiol und Deckgläsern  
Abkürzungen:  AEC - Aminoethylcarbazol, PBS - Phosphat-gepufferte Salzlösung 
   (englisch: Phosphate Buffered Saline), RSA - Rinderserumalbumin 
 
 
4.2.2   Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung 
Die Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung gilt als weit verbreitetes Verfahren in der 
histologischen Beurteilung von Gewebeschnitten. Neben einer leichteren Orien-
tierung und der verbesserten Detektion von Gewebeveränderungen innerhalb der 
Schnitte ist die HE-Übersichtsfärbung auch aufgrund des schnellen Färbevorgangs  
als Standardmethode etabliert. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der dar-
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zustellenden Struktur und dem Färbemittel bewirken die entsprechende Anfärbung. 
Als basischer Farbstoff ermöglicht Hämatoxylin die Kernfärbung zur Darstellung 
anionischer Zellstrukturen in blauviolettem Farbton. Eosin vermittelt als anionischer 
Farbstoff hingegen durch Bindung an kationische, basische Strukturen vor allem die 
rotbräunliche Anfärbung des Zytoplasmas. 
Ähnlich der immunhistochemischen Färbung bildeten die Entparaffinierung durch Xylol 
und die anschließende Entfernung des Xylols mittels Ethanol (100 %) den Ausgangs-
punkt der HE-Übersichtsfärbung. Verwendet wurden ebenfalls Gewebeschnitte mit 
einer Dicke von 4 μm, die auf unbeschichtete Objektträger aufgebracht worden waren.  
Den Beginn des Färbeverfahrens bildete die Kernfärbung durch Hämatoxylin. Im 
Unterschied zur immunhistochemischen Färbung erfolgte die Hämatoxylin-Bläuung 
durch Leitungswasser mit der daraus resultierenden pH-Wert-Erhöhung. Daraufhin 
folgte die Eosin-vermittelte Anfärbung basischer Zellstrukturen. Um die Eindeckung 
der Präparate durch Depex zu ermöglichen, war eine Entwässerung der Schnitte durch 
Ethanol (100 %) und Xylol notwendig.  
Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte zur Hämatoxylin-Eosin-
Übersichtsfärbung ist der nachstehenden Tabelle 9 zu entnehmen. 
 
Tabelle 9: Protokoll zur Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung 
Arbeitsschritt Lösungen Inkubationszeit 
1. Entparaffinierung Xylol 3 x 20 Minuten 
2. Entfernung des Xylols Ethanol (100 %) 3 x 20 Minuten 
3. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2 x 2 Minuten 
4. Kernfärbung Hämatoxylin 30 Minuten 
5. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 1 Minute 
6. Hämatoxylin-Bläuung Leitungswasser 20 Minuten 
7. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2 Minuten 
8. Anfärbung basischer 
Zellstrukturen 
Eosin 8 Minuten 
9. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 2 x 1 Minute 
10 x Eintauchen 
10. Entwässerung der Schnitte im 
Ethanol-Bad 
Ethanol (100 %) 10 x Eintauchen 
10 x Eintauchen 
5 Minuten 
11. Entwässerung der Schnitte im 
Xylol-Bad 
Xylol 2 x 5 Minuten 
2 Minuten 
12. Eindecken der Präparate mittels Depex und Deckgläsern 
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4.2.3   Immunhistochemie an Free-Floating-Schnitten 
Die Free-Floating-Methode ermöglicht das Färben von in einer Pufferlösung frei-
schwimmenden Gewebeschnitten, bevor diese auf Objektträger aufgebracht werden, 
da in Paraffin eingebettete Schnitte nicht jedem Färbeverfahren zugänglich sind. Für 
die Free-Floating-Methode erfolgte hierzu eine Fixierung der Mausorgane in 10%ig 
gepuffertem Formalin über Nacht mit anschließender Überführung in TPBS mit 30 % 
Saccharose bis zum sichtbaren Absinken. Schließlich wurden die auf diese Weise vor-
behandelten Mausorgane in Tissue-Tek-O.C.T.-Compound bei einer Temperatur  
von -20 °C auf die Objekthalter des Kryomikrotoms aufgebracht und geschnitten. Die 
Gewebeschnitte, die eine Schichtdicke von 40 μm aufwiesen, wurden in TPBS ein-
gelegt und auf eine Mikrotiterplatte überführt. Diese im Vergleich zu anderen Färbe-
verfahren höhere Schichtdicke ist aufgrund relativ hoher Scherkräfte beim Pipettieren 
der Lösungen sowie beim Ausstreichen der Schnitte auf die Objektträger mithilfe von 
Pinseln erforderlich. Da die Free-Floating-Methode insgesamt an drei aufeinander-
folgenden Tagen mit zwei Inkubationen über Nacht durchgeführt wird, besteht die 
Notwendigkeit der Zugabe des Konservierungsmittels Thiomersal zur Phosphat-
gepufferten Salzlösung.  
 
Den Ausgangspunkt des Färbeverfahrens mittels Free-Floating-Methode bildete die 
Permeabilisierung lipophiler Grenzmembranen durch das 30-minütige Einwirken einer 
Methanol/TPBS-Lösung, welche mithilfe des Detergens Triton X aufrechterhalten 
wurde. Daraufhin erfolgte die Zugabe des Primärantikörpers mit anschließender 
spezifischer Antigenbindung bei einer Inkubation über Nacht. Das mehrmalige Spülen 
der Schnitte und die nahezu vollständige Entfernung der auf die Mikrotiterplatte 
aufgebrachten Lösungen dienen jeweils der Vermeidung von Unreinheiten und 
Verdünnungen. Der am zweiten Tag hinzugegebene Sekundärantikörper wies eine 
Kopplung mit Biotin auf, das eine spezifische Bindung mit dem Avidin des Avidin-
Peroxidase-Komplexes eingeht. Um eine Signalamplifikation zu erreichen, wurden 
biotinylierte Tyramin-Moleküle verwendet, die sich nach deren Aktivierung durch die 
bereits indirekt am Antigen gebundene Peroxidase in unmittelbarer Nähe des Antigens 
ablagerten. Das Fluorophor-gekoppelte Streptavidin ist schließlich der kovalenten 
Bindung an Biotin fähig und diente der Darstellung der zu untersuchenden Anti-
genstrukturen. Auch die Wechselwirkung des Streptavidins mit Biotin erfolgte  
über Nacht. Zur Darstellung der Zellkernstrukturen wurde der Fluoreszenzfarbstoff 
  Material und Methoden 
   
40 
 
Diamidinphenylindol (DAPI) eingesetzt, der spezifische Bindungen mit der DNA und 
der RNA eingeht. Diese Kernfärbung erlaubt die Beurteilung der Lokalisation der 
dargestellten Antigene sowie die Abgrenzung von Zellen mit beziehungsweise ohne 
Antigenstrukturen. 
Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte zur Free-Floating-Methode 
ist der Tabelle 10 zu entnehmen. 
 
Tabelle 10: Protokoll zur Free-Floating-Methode 
Arbeitsschritt Lösungen Inkubationszeit 
1. Spülen der Schnitte TPBS 20 Minuten 
2. Permeabilisierung der Schnitte Methanol/TPBS 30 Minuten 
3. Spülen der Schnitte TPBS-T 3 x 5 Minuten 
4. Blockierung unspezifischer 
Bindungen 
TPBS-T mit RSA (3 %) 60 Minuten 
5. Zugabe des Primärantikörpers Primärantikörper in 
TPBS-T mit RSA (1 %) 
über Nacht 
6. Spülen der Schnitte TPBS-T 3 x 5 Minuten 
7. Zugabe des Sekundär-
antikörpers 
Sekundärantikörper in 
TPBS-T mit RSA (1 %) 
120 Minuten 
8. Spülen der Schnitte TPBS-T 3 x 5 Minuten 
9. Zugabe des enzym-
gekoppelten Komplexes zum 




10. Spülen der Schnitte TPBS-T 3 x 5 Minuten 
11. Signalamplifikation  Biotin/Tyramin 20 Minuten 
12. Spülen der Schnitte TPBS-T 3 x 5 Minuten 
13. Signalamplifikation Streptavidin in TPBS-T 
mit RSA (1 %) 
über Nacht 
14. Spülen der Schnitte TPBS 3 x 5 Minuten 
15. DAPI-Färbung der Schnitte DAPI 2,5 Minuten 
16. Spülen der Schnitte TPBS 3 x 5 Minuten 
17. Aufziehen der Schnitte auf Objektträger mit anschließender Lufttrocknung 
18. Eintauchen in Xylol-Bad,  
Eindecken der Präparate mittels Depex und Deckgläsern 
Abkürzungen:  DAPI - Diamidinphenylindol, RSA - Rinderserumalbumin, TPBS - 
   Thiomersal mit Phosphat-gepufferter Salzlösung, TPBS-T - Thiomersal 
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4.2.4   In-situ-Hybridisierung 
Die In-situ-Hybridisierung ist ein Verfahren zur Untersuchung des Vorhandenseins von 
Nukleinsäuren. Hierfür werden spezielle Sonden, die komplementär gegen die nachzu-
weisende Nukleinsäure gerichtet sind, eingesetzt. Auf diese Weise kann beispiels-
weise die gewebespezifische Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 durch den 
Nachweis der Cxcr4-mRNA aufgezeigt werden. Aufgrund der höheren Sensitivität der 
RNA:RNA-In-situ-Hybridisierung im Vergleich zur DNA:RNA-In-situ-Hybridisierung, 
wurden für den Cxcr4-mRNA-Nachweis RNA-Sonden verwendet. Die Nukleotide 35S-
CTP und 35S-UTP waren mit dem radioaktiven Schwefelisotop 35S markiert. 
Ohne eine vorhergehende Formalin-Fixierung wurden die Lungen direkt in Tissue-Tek- 
O.C.T.-Compound eingefroren, woraufhin die Anfertigung von 14 μm dicken Gewebe-
schnitten und das Aufbringen auf beschichte Objektträger erfolgten. Zur Vorbehand-
lung dieser Schnitte ging der In-situ-Hybridisierung eine Prähybridisierung voraus. 
Hauptanliegen waren hierbei die Permeabilisierung lipophiler Grenzmembranen mit-
hilfe des Triton-Puffers und die Reduktion einer unspezifischen Hintergrundfärbung. 
Letzteres wurde durch die Essigsäureanhydrid-vermittelte Neutralisation positiver 
Ladungen erreicht. Es folgten die Entwässerung der Schnitte in Isopropanol und 
schließlich deren Trocknung. Eine ausführliche Beschreibung der einzelnen Arbeits-
schritte für die Prähybridisierung ist der nachstehenden Tabelle 11 zu entnehmen.  
Für die In-situ-Hybridisierung war nun das Aufbringen von jeweils 40 μl der RNA-
Sonde in Hybridisierungspuffer und einem Deckglas auf die Objektträger essentiell. 
Die Hybridisierung, also die Bindung der RNA-Sonde an komplementäre Nuklein-
säuren, erfolgte für 14-36 Stunden bei einer Temperatur von 60 °C in einer Feucht-
kammer aus Formamid und Wasser (1:1). Formamid ermöglicht als Carbonsäureamid 
mit entsprechender Polarität diese niedrige Hybridisierungstemperatur durch die 
Abschwächung von Wasserstoffbrückenbindungen. Dies bewahrt die Gewebeschnitte 
vor potentiellen Hitzeschäden. Um lediglich spezifische RNA:RNA-Hybridisierungen 
zu detektieren, müssen ungebundene oder nur schwach gebundene RNA-Sonden 
nach vorsichtiger Entfernung des Deckglases mithilfe stringenter Waschschritte in 
SSC unterschiedlicher Konzentrationen sowie in RNase-Puffer entfernt werden. Eine 
detaillierte Beschreibung des Waschvorgangs ist in der nachstehenden Tabelle 12 
dargestellt. Von entscheidender Bedeutung war schließlich die Sichtbarmachung der 
Bindungsstellen der radioaktiv markierten Sonden, um das mRNA-Expressionsmuster 
zu charakterisieren. Nach dem Auftragen einer silberhaltigen Fotoemulsion auf die 
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Objektträger akkumulierten sich aufgrund der Wechselwirkung mit dem radioaktiven 
Isotop 35S kleine Silberkörnchen, die lichtmikroskopisch nachgewiesen werden kön-
nen. Dieses Nachweisverfahren wird als Autoradiographie bezeichnet. Die Möglichkeit 
der gewebespezifischen Beurteilung wurde letztlich durch den Vergleich mit sequen-
tiellen HE-gefärbten Gewebeschnitten erbracht. 
 
Tabelle 11: Protokoll zur Prähybridisierung 
Arbeitsschritt Lösungen und Mengen Inkubationszeit 
1. Fixierung der Schnitte Paraformaldehyd-Puffer 60 Minuten 
2. Spülen der Schnitte PBS 3 x 10 Minuten 
3. Permeabilisierung der Schnitte PBS-T 10 Minuten 
4. Kurzes Eintauchen in PBS und Aqua bidestillata   
5. Acetylierung positiver 











7. Entwässerung der Schnitte im 
Isopropanol-Bad 
Isopropanol (50 %) 
Isopropanol (70 %) 
2 Minuten 
2 Minuten 
8. Flaches Auslegen und Trocknen der Objektträger bis zu zwei Stunden bei 
Raumtemperatur 
Abkürzungen:  PBS - Phosphat-gepufferte Salzlösung (englisch: Phosphate Buffered 
Saline), PBS-T - Phosphat-gepufferte Salzlösung und Triton X-100 
 
Tabelle 12: Protokoll zur Durchführung stringenter Waschschritte 
Arbeitsschritt Lösungen Inkubationszeit 






2. Entfernung schwach 
gebundener oder nicht-
hybridisierter RNA 
RNase-Puffer (42 °C) 20 Minuten 
3. Kurzes Eintauchen in 1x SSC  
4. Entfernung ungebundener, 
nicht-hybridisierter RNA 
0,2x SSC 





5. Spülen der Schnitte Aqua bidestillata 10 Minuten 
6. Entwässerung der Schnitte im 
Isopropanol-Bad 
Isopropanol (50 %) 
Isopropanol (70 %) 
2 Minuten 
2 Minuten 
7. Flaches Auslegen und Trocknen der Objektträger 
Abkürzungen:  RNA - Ribonukleinsäure, SSC - Standard-Sodium-Citrate  
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4.2.5   Auswertung und verwendete Computerprogramme 
Die Auswertung der histologischen Präparate erfolgte deskriptiv am Mikroskop Axio 
Imager A1 (Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung) beziehungsweise am Laser-
Scanning-Mikroskop LSM 880 (Free-Floating-Methode). Am Laser-Scanning-Mikros-
kop LSM880 wurde eGFP mithilfe eines Argon-Ionen-Lasers und einer Anregungs-
wellenlänge von 488 nm mit grüner Fluoreszenz, die entsprechenden Markerproteine 
(CD11b, CD31, CD34, CD68, CXCL12/SDF-1, CXCR4, Gr-1 und Ki-67) mithilfe eines 
Helium-Neon-Lasers und einer Anregungswellenlänge von 543 nm mit roter 
Fluoreszenz und DAPI mithilfe eines Diodenlasers und einer Anregungswellenlänge 
von 405 nm mit blauer Fluoreszenz nachgewiesen. 
 
Die durch das Laser-Scanning-Mikroskop LSM 880 erstellten Aufnahmen in 100facher 
und 200facher Vergrößerung erforderten aufgrund des besonderen Dateiformats eine 
Bearbeitung mithilfe des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ (Schneider et al. 2012, 
Schindelin et al. 2015).  
 
Die chemischen Strukturformeln von AMD3100 und AMD3465 wurden mit dem 
Programm MarvinSketch (ChemAxon, Budapest/Ungarn), die chemischen Struktur-
formeln von Nikotin und des vom Nikotin abgeleiteten Nitrosamin-Ketons NNK mit dem 
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5   Ergebnisse 
5.1   Pilotversuch zur Tumorinduktion mit NNK und LPS 
Nach der Behandlung der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse mit NNK und LPS erfolgte die 
makroskopische und mikroskopische Tumordetektion in den zehn behandelten 
Mäusen sowie in den zwei unbehandelten Kontrolltieren. Unter Anwendung verschie-
dener Untersuchungsverfahren wurde der Nachweis des Chemokinrezeptors CXCR4 
in Normalgeweben und in Tumorgeweben erbracht. Zur weiteren Charakterisierung 
dieser CXCR4-positiven Zellen wurde zusätzlich die Expression weiterer Marker-
proteine untersucht. 
Eine detaillierte Übersicht zu den im Pilotversuch angewandten Untersuchungs-




Tumorinduktion mit NNK und LPS 
   
Histologie Free-Floating-Methode In-situ Hybridisierung 
 
-  HE-Übersichtsfärbung 
-  Immunhistochemie 
      CD34 
      Chromogranin A 
      CXCL12/SDF-1 
      CXCR4  
       (UMB-2 ± LPP) 
      eGFP 
      Ki-67 
      SSTR2 
 
 
-  Fluoreszenzmikroskopie 
      CD11b 
      CD31 
      CD34 
      CD68 
      CXCL12/SDF-1 
      CXCR4  
       (UMB-2 ± LPP, 2B11) 
      eGFP 
      Gr-1 
      Ki-67 
 
 
-  mRNA-Nachweis 
      Cxcr4-mRNA  
      Cxcl12/SDF-1-mRNA 
      SDF-1	-mRNA 
      SDF-1
-mRNA 
      SDF-1-mRNA 
 
 
Abbildung 4: Übersicht über die im Pilotversuch angewandten Untersuchungsmethoden 
sowie die jeweils dargestellten Markerproteine. 
 
Zusätzlich zur Charakterisierung der Lungentumorgewebe wurden als Nebenzielgröße 
die Tiergewichte ermittelt. Die nachstehende Abbildung 5 veranschaulicht die Tier-
gewichtsentwicklung der zehn Behandlungstiere während der 17-wöchigen Behand-
lungszeit mit NNK und LPS sowie der zwei nicht behandelten Kontrolltiere in dem-
selben Untersuchungszeitraum. In dem Liniendiagramm sind hierbei die Mittelwerte 
der Tiergewichte der Behandlungstiere und der Kontrolltiere sowie die Standardab-
weichungen (SD) aufgetragen. Die Tiergewichtsmessung erfolgte einmal wöchentlich. 
  Ergebnisse 
   
45 
 
Zu Beginn des Untersuchungszeitraums wiesen die Mäuse ein durchschnittliches 
Tiergewicht von 36,28 g auf. 
 
 
Abbildung 5: Entwicklung der Tiergewichte von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-
BAC-Mäusen (grün) während der 17-wöchigen Behandlungszeit sowie der Tiergewichte 
entsprechender Kontrolltiere ohne Behandlung mit NNK und LPS (blau). Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SD; n = 10 (Behandlungstiere mit NNK und LPS), n = 2 (Kontrolltiere). 
 
Bei den Kontrolltieren konnte bis zur achten Untersuchungswoche ein steiler Ge-
wichtsanstieg auf durchschnittlich 41,65 g mit daraufhin folgender Stagnation des 
Tiergewichts zwischen 41,00 g und 42,00 g bis zur zwölften Untersuchungswoche 
verzeichnet werden. Anschließend fand sich bis zum Ende des Untersuchungszeit-
raums ein leicht fluktuierender Gewichtsverlauf mit weiterhin ansteigender Tendenz. 
Die mit NNK und LPS behandelten Tiere zeigten bis zur dritten Behandlungswoche 
einen Gewichtsanstieg auf durchschnittlich 38,28 g, gefolgt von einer deutlichen 
Gewichtsreduktion auf durchschnittlich 35,87 g mit Unterschreiten des Anfangsge-
wichts bis zur fünften Behandlungswoche. Im weiteren Verlauf konnte bis zum Ende 
des Untersuchungszeitraums ein stetiger Anstieg des Tiergewichts verzeichnet 
werden, ohne hierbei das Gewichtsniveau der Kontrolltiere zu erreichen. Am Ende des 
Untersuchungszeitraums in der 17. Behandlungswoche konnte noch immer ein 
deutlicher Unterschied der Tiergewichte von Behandlungstieren und Kontrolltieren 
nachgewiesen werden. Die Mäuse unter Behandlung mit NNK und LPS zeigten hier 
ein durchschnittliches Gewicht von 38,51 g, während die Kontrolltiere ein Gewicht von 
durchschnittlich 42,08 g aufwiesen. Hieraus ergab sich eine Gewichtsdifferenz von 
mehr als 3 g. 
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5.1.1   Makroskopischer und mikroskopischer Tumornachweis 
Die Lungentumorentwicklung konnte nach der Organentnahme bereits makroskopisch 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 6). Das Nativpräparat wies mehrere, peripher 
im Lungengewebe befindliche Tumoren mit scharfer Abgrenzung zum Normalgewebe 
auf, bei denen es sich vermutlich um nichtkleinzellige Bronchialkarzinome oder ent-
sprechende benigne Vorstufen handelt. Makroskopisch wurde darüber hinaus eine 
verstärkte eGFP-Expression in den Lungentumoren unter fluoreszierendem Licht 
beobachtet. Aufgrund der höheren Konzentration an grün fluoreszierendem Protein 
zeigten die makroskopisch erkennbaren Tumorgewebe eine deutlich stärkere Fluores-
zenz als das umliegende tumorfreie Normalgewebe. In gesunden Lungengewebs-
zellen war allenfalls eine schwache homogene eGFP-Expression mit homogener 
Fluoreszenz festzustellen. 
Zur mikroskopischen Beurteilung der gebildeten Lungentumoren erfolgte zunächst die 
Anfertigung von Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbungen (siehe Abbildung 7, Seite 
47). Hierbei gelang der Nachweis nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren 
mit charakteristischen morphologischen Merkmalen in allen mit NNK und LPS be-
handelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. In peripheren, dem Lungenrand anliegenden 
Arealen konnten zahlreiche nichtkleinzellige Bronchialkarzinome beziehungsweise 
deren benigne Vorstufen mit scharfer Abgrenzung zum umliegenden Normalgewebe 
detektiert werden. Zentralen Bronchien oder Bronchiolen anliegend erschienen klein-
zellige Tumorzellansammlungen und Bronchialkarzinome mit unscharfen Zellgrenzen 
und einem ungeordneten Wachstumsmuster. Mitunter zeigten sich Lungentumoren mit 
sowohl nichtkleinzelligen als auch kleinzelligen Tumorarealen.  
 
     
Abbildung 6: Makroskopische Darstellung der Lungentumoren (A) sowie der natürlichen 
Fluoreszenz von (Tumor-)Zellen durch die Expression des grün fluoreszierenden Proteins (B) 
einer mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Maus. 
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Abbildung 7: Mikroskopische Darstellung der Lungentumoren von mit NNK und LPS behan-
delten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A: NSCLC. B: SCLC. Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfär-
bung. Originalvergrößerung: 100fach (A), 200fach (B). 
 
5.1.2   Auswertung der Immunhistochemie an Paraffinschnitten 
5.1.2.1   Expression des CXCR4 
Die immunhistochemische Untersuchung der Expression des Chemokinrezeptors 
CXCR4 bestätigte das Vorhandensein CXCR4-positiver Zellen im gesunden Normal-
gewebe ebenso wie im Tumorgewebe nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungen-
tumoren. Aufgrund der Phosphosensitivität des verwendeten Anti-CXCR4-Antikörpers 
UMB-2 konnten deutliche Unterschiede der Expressionsmuster in Abhängigkeit von 
der vorherigen Behandlung der Gewebeschnitte mit Lambda-Protein-Phosphatase 
(LPP) gezeigt werden. Die Dephosphorylierung des Chemokinrezeptors mittels LPP 
ermöglicht die Bindung von UMB-2 und damit die Darstellung des CXCR4 in unphos-
phoryliertem und dephosporyliertem Zustand.  
 
Im tumorfreien Normalgewebe gelang der Nachweis der CXCR4-Expression in 
solitären Zellen des Interstitiums und des Bronchialepithels mit starker zytoplasma-
tischer und membranständiger Anfärbung. Aufgrund ihrer Lokalisation und ihres 
solitären Auftretens stellen diese Zellen am ehesten CXCR4-exprimierende Immun-
zellen, wie Alveolarmakrophagen, Monozyten oder neutrophile Granulozyten dar. 
Insgesamt zeigte sich ein homogenes Verteilungsmuster. Ein vermehrtes Auftreten 
dieser Zellen konnte lediglich im Bereich des Bronchialepithels und in tumornahen 
Normalgewebsarealen festgestellt werden. Im Vergleich zur CXCR4-Darstellung ohne 
Behandlung mit LPP wurde nach Dephosphorylierung des CXCR4 eine Anfärbung mit 
stärkerer Intensität deutlich. Ebenso gelang die Detektion von mäßig CXCR4-positiven 
Zellen, die ohne LPP-Behandlung dem Nachweis entgingen.  
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Nichtkleinzellige Lungentumoren erbrachten mehrheitlich den Nachweis von solitären 
oder in kleinen Gruppen zusammenliegenden CXCR4-positiven Zellen mit mäßiger bis 
starker zytoplasmatischer Anfärbung und inhomogenem Verteilungsmuster. Insbeson-
dere in peripheren Tumorbereichen und in gefäßnahen intratumoralen Arealen konnte 
eine höhere CXCR4-Expression nachgewiesen werden. Hierbei bestand eine erkenn-
bare Abhängigkeit von der Tumorgröße, wobei die Expression in größeren Tumoren 
stärker ausgeprägt war. Nach LPP-Behandlung konnten eine deutliche Intensitäts-
zunahme der Anfärbung bereits ohne Dephosphorylierung nachweisbarer Zellen 
sowie eine vermehrte Anzahl an CXCR4-Positivtäten aufgezeigt werden. In klein-
zelligen Tumorzellansammlungen und Bronchialkarzinomen gelang ohne Behandlung 
mit LPP lediglich vereinzelt der Nachweis CXCR4-exprimierender Zellen mit mäßiger 
zytoplasmatischer und membranständiger Anfärbung. Durch die Dephosphorylierung 
konnte, wie auch bei den nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen und im tumorfreien 
Normalgewebe, eine deutliche Intensitätszunahme des Immunsignals erreicht werden. 
Die Expression des CXCR4 zeigte ein inhomogenes Verteilungsmuster, ohne eine 
bevorzugte Lokalisation der CXCR4-positiven Zellen im Tumor aufzuweisen.  
 
5.1.2.2   Expression von eGFP 
In der immunhistochemischen Darstellung der eGFP-Expression zeigten sich deutliche 
zytoplasmatische Anfärbungen von Normalgewebszellen mit homogenem Verteilungs-
muster im Gewebe. Der Nachweis dieser eGFP-Positivitäten gelang hierbei in Bron-
chialepithelzellen sowie in Zellen des Interstitiums. Entsprechend ihrer Lokalisation im 
Lungengewebe und ihres solitären Auftretens handelt es sich auch hier am ehesten 
um Alveolarmakrophagen und andere Immunzellen. 
Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen vor allem in peripher gelegenen Tumor-
arealen eGFP-positive Zellen mit mäßiger bis starker Anfärbung auf, wobei wiederum 
eine Abhängigkeit von der Tumorgröße festgestellt werden konnte. In kleinzelligen 
Bronchialkarzinomen ließ sich hingegen eine höhere Konzentration der eGFP-expri-
mierenden Zellen mit deutlich stärkerer Anfärbung, jedoch ohne Aufzeigen bevorzug-
ter Lokalisationsmuster im Tumorgewebe nachweisen. Unabhängig von der Tumor-
entität wurde ein insgesamt inhomogenes Verteilungsmuster der eGFP-Expression 
verzeichnet. Die erwartungsgemäße Ähnlichkeit der Expressionsmuster von eGFP 
und CXCR4 konnte bestätigt werden, obgleich eine deutlich höhere Intensität der 
eGFP-Anfärbung und eine höhere Anzahl an Positivitäten, verglichen mit der immun-
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histochemischen Darstellung des CXCR4, nachgewiesen werden konnten. Die nach-
stehende Abbildung 8 verdeutlicht diesen Befund durch die Gegenüberstellung der 
CXCR4-Expression ohne und mit vorheriger LPP-Behandlung der Gewebeschnitte mit 
der Expression von eGFP in nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungentumoren. 
f 
     
 
     
 
     
Abbildung 8: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 
ohne LPP-Behandlung (A, B), mit LPP-Behandlung (C, D) sowie eGFP-Expression (E, F) in 
Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: 
NSCLC. B, D, F: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung mit Hämatoxy-
lin). Originalvergrößerung: 200fach (A-F). 
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5.1.2.3   Expression von CXCL12/SDF-1 
Der endogene CXCR4-Ligand CXCL12/SDF-1 konnte innerhalb des Normalgewebes 
vor allem in Bronchialepithelzellen mit starker zytoplasmatischer Anfärbung nachge-
wiesen werden. In den übrigen Zellen des Normalgewebes war eine CXCL12/SDF-1-
Expression mit mäßiger Anfärbung erkennbar.  
Nichtkleinzellige Lungentumoren zeigten eine sehr variable CXCL12/SDF-1-Expres-
sion. Einerseits konnten Tumoren mit einer homogenen, mäßig bis starken CXCL12/ 
SDF-1-Anfärbung nachgewiesen werden, andererseits waren in anderen Lungen-
tumoren auffallende Inhomogenitäten mit CXCL12/SDF-1-freien Arealen zu erkennen. 
In kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnten hingegen nur wenige, schwache bis 
mäßige Positivitäten aufgezeigt werden. Den Tumorentitäten gemeinsam war das 
inverse Expressionsmuster des CXCL12/SDF-1 und des CXCR4. Tumorbereiche mit 
einer hohen CXCR4-Expression zeichneten sich durch eine geringe CXCL12/SDF-1-
Expression aus. Ebenso zeigten sich in Arealen mit niedrigen CXCR4-Konzentrationen 
hohe Level an CXCL12/SDF-1 (siehe Abbildung 8, Seite 49, und Abbildung 9).  
 
     
 
     
Abbildung 9: CXCL12/SDF-1-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behan-
delten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, B: NSCLC. C, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune 
Färbung, Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A-C), 400fach (D). 
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5.1.2.4   Expression von CD34 
Das Oberflächenprotein CD34 konnte mithilfe der immunhistochemischen Färbung an 
Paraffinschnitten insbesondere auf den die Innenseite der Blutgefäße auskleidenden 
Endothelzellen der Lunge nachgewiesen werden. Im gesunden Normalgewebe er-
schienen die CD34-Positivitäten mit zytoplasmatischer und membranständiger Anfär-
bung vor allem in unmittelbarer Nähe zu Bronchien und Bronchiolen. 
Nichtkleinzellige Lungentumoren zeigten wenige intratumoral gelegene, CD34-expri-
mierende Zellen mit bevorzugter Lokalisation in peripheren Tumorbereichen sowie in 
der Nähe von Blutgefäßen, Bronchien und Bronchiolen. Auffallend war hierbei die 
nahezu vollständige Kongruenz zur intratumoralen CXCR4-Expression (siehe Abbil-
dungen 8 A und C, Seite 49, und Abbildungen 10 A und B). In den kleinzelligen Lungen-
tumoren war eine CD34-Expression mehrheitlich nicht nachweisbar und wies keine 
Abhängigkeit von der Tumorgröße auf. Im Unterschied zu nichtkleinzelligen Tumoren 
konnte keine Übereinstimmung mit der intratumoralen CXCR4-Expression gezeigt 
werden (siehe Abbildungen 8 B und D, Seite 49, und Abbildungen 10 C und D). 
 
     
 
     
Abbildung 10: CD34-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, B: NSCLC. C, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Fär-
bung, Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A-C), 400fach (D). 
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5.1.2.5   Expression von Chromogranin A 
Die immunhistochemische Chromogranin A-Färbung der Lungenpräparate ergab eine 
mäßige bis starke Expression in allen Tumorentitäten, mit jeweils inhomogenem 
Verteilungsmuster und einer im Vergleich zum umliegenden Normalgewebe stärkeren 
Anfärbung. Lediglich Bronchialepithelzellen und Zellen peripherer Lungenabschnitte 
zeigten im tumorfreien Normalgewebe vereinzelt Chromogranin A-Positivitäten.  
Die Expression von Chromogranin A in nichtkleinzelligen Lungentumoren wies eine 
deutliche Variabilität auf. Hierbei konnte eine starke zytoplasmatische Anfärbung 
sowohl in peripher gelegenen, insbesondere dem Lungenrand anliegenden Tumor-
arealen, mitunter aber auch im gesamten Tumor nachgewiesen werden. Kleinzellige 
Bronchialkarzinome wiesen abhängig von deren Größe mehrheitlich ebenfalls eine 
starke zytoplasmatische Anfärbung von intratumoralen Zellen auf, allerdings ohne 
erkennbare spezielle Lokalisationsmuster im Tumor aufzuzeigen. In kleinzelligen 
Tumorzellansammlungen konnte lediglich der Nachweis einer mäßigen Expression 
von Chromogranin A erbracht werden. Die Abbildung 11 verdeutlicht diese Befunde. 
 
     
 
     
Abbildung 11: CgA-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, B: NSCLC. C, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A, C), 400fach (B, D). 
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5.1.2.6   Expression von Ki-67 
Die Untersuchung des Proliferationsmarkers Ki-67 erbrachte den Nachweis Ki-67-
positiver Zellen sowohl in den Tumorgeweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger 
Lungentumoren als auch im Normalgewebe. Bei Bronchialepithel- und Alveolarepithel-
zellen, die zwar physiologischerweise einer erhöhten Teilungsaktivität unterliegen, 
konnte mehrheitlich keine Ki-67-Anfärbung der Zellkerne nachgewiesen werden.  
Lungentumoren mit nichtkleinzelliger Differenzierung wiesen intratumoral überwie-
gend peripher gelegene, Ki-67-exprimierende Zellen mit einer Kernfärbung auf. Die 
mäßige zytoplasmatische Anfärbung peripherer Tumorbereiche ist als unspezifische 
Hintergrundfärbung anzusehen. Entsprechend einer höheren Proliferationsaktivität 
zeigten kleinzellige Bronchialkarzinome in Abhängigkeit von der Tumorgröße eine 
starke Ki-67-Expression mit deutlicher Anfärbung der Zellkerne. Mitunter fanden sich 
kleinzellige Tumorzellansammlungen ohne den Nachweis einer Expression des 
Proliferationsmarkers Ki-67. Die Verteilung der Ki-67-Expression ergab Ähnlichkeiten 
zur Expression von Chromogranin A (siehe Abbildung 11, Seite 52, und Abbildung 12). 
 
     
 
     
Abbildung 12: Ki-67-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, B: NSCLC. C, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A, C), 400fach (B, D). 
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5.1.2.7   Expression des SSTR2 
Die immunhistochemische Darstellung des Somatostatin-Rezeptors SSTR2 ergab 
einen vereinzelten Nachweis SSTR2-positiver Zellen im tumorfreien Normalgewebe 
und in den Tumorgeweben. Vor allem in Bronchialepithelzellen konnten SSTR2-Posi-
tivitäten mit mäßiger, teils starker zytoplasmatischer Anfärbung nachgewiesen werden.  
In nichtkleinzelligen Lungentumorgeweben wiesen lediglich vereinzelte intratumoral 
gelegene Zellen eine schwache bis mäßige zytoplasmatische Anfärbung des Somato-
statin-Rezeptors SSTR2 auf, wobei sich keine Unterschiede in Abhängigkeit von der 
Lage der Zellen im Tumor oder von der Tumorgröße zeigten (siehe Abbildung 13 A 
und B). Im Gegensatz hierzu konnte eine SSTR2-Expression in kleinzelligen Bron-
chialkarzinomen unabhängig von deren Größe nicht nachgewiesen werden (siehe 
Abbildung 13 C und D).  
 
     
 
     
Abbildung 13: SSTR2-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, B: NSCLC. C, D: SCLC. Die Pfeile deuten beispielhaft auf 
vereinzelte, intratumoral (A, B) und im Bereich des Bronchialepithels (C, D) gelegene SSTR2-
positive Zellen. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung mit Hämatoxylin). 
Originalvergrößerung: 200fach (A, C), 400fach (B, D). 
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5.1.3   Auswertung der Immunhistochemie an Free-Floating-Schnitten 
5.1.3.1   Expression des CXCR4 
Die Detektion des Chemokinrezeptors CXCR4 im Normalgewebe und im Tumor-
gewebe erfolgte sowohl mit dem phosphosensitiven Anti-CXCR4-Antikörper UMB-2 
als auch mit dem unabhängig von der Rezeptorphosphorylierung bindenden Anti-
CXCR4-Antikörper 2B11. Aufgrund der Phosphosensitivität des UMB-2 wurde die An-
färbung ohne und mit LPP-Behandlung durchgeführt. Abbildung 14 verdeutlicht den 
Einfluss der LPP-Behandlung beziehungsweise des zur Detektion des CXCR4 einge-
setzten Antikörpers unter Darstellung repräsentativer Lungentumoren. 
 
Mithilfe des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 gelang im tumorfreien Normalgewebe 
vereinzelt der Nachweis solitärer CXCR4-positiver Zellen, bei denen es sich am 
ehesten um CXCR4-exprimierende Immunzellen handelt. Insbesondere im Bereich 
des Bronchialepithels zeigten sich vermehrt Positivitäten. Im Tumorgewebe der 
nichtkleinzelligen Lungentumoren konnte mehrheitlich das Vorhandensein einer 
CXCR4-Expression nachgewiesen werden, die vor allem in Gefäßnähe und in peripher 
gelegenen Tumorarealen ausgeprägt war. Auch in kleinzelligen Lungentumoren wurde 
ein solches inhomogenes Expressionsmuster beobachtet. Den CXCR4-exprimieren-
den Zellen konnten jedoch keine bevorzugten Tumorareale zugeordnet werden.  
Die Dephosphorylierung des Chemokinrezeptors durch die Vorbehandlung der Gewe-
beschnitte mit der LPP führte zu einer Intensitätszunahme des CXCR4-Immunsignals 
durch den UMB-2 im Normalgewebe und in den Tumorgeweben. Verglichen mit der 
immunhistochemischen Färbung an Paraffinschnitten war diese allerdings weniger 
stark ausgeprägt. Trotz fehlender Phosphosensitivität des Anti-CXCR4-Antikörpers 
2B11 konnte lediglich eine grobe Übereinstimmung des CXCR4-Expressionsmusters 
im Vergleich zur Darstellung mithilfe des UMB-2 aufgezeigt werden. Sowohl bezüglich 
der Anzahl nachgewiesener intratumoraler CXCR4-Positivitäten, als auch der Inten-
sität der Anfärbung ist der Anti-CXCR4-Antikörper 2B11 dem UMB-2 unterlegen.  
 
Insgesamt konnten mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie die Ergebnisse der immun-
histochemischen Färbung bestätigt werden. Ebenso wurde die erwartungsgemäße 
Koexpression von CXCR4 und eGFP nachgewiesen, allerdings ohne eine vollständige 
Kongruenz aufzuzeigen. Bei beiden Methoden zeigte sich eine höhere Anzahl eGFP-
exprimierender Zellen bei insgesamt geringerer Intensität der CXCR4-Expression. 
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Abbildung 14: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 
ohne LPP-Behandlung (A, B), mit LPP-Behandlung (C, D) und des Antikörpers 2B11 (E, F) in 
Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: 
NSCLC. B, D, F: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: CXCR4, grün: eGFP, blau: DAPI). 
Originalvergrößerung: 100fach (A, B, C, E), 200fach (D, F). 
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5.1.3.2   Expression von eGFP 
Die Detektion des grün fluoreszierenden Proteins im Normal- und im Tumorgewebe 
erfolgte mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie in der Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie einer-
seits unter Nachweis der Autofluoreszenz des in diesen Mäusen physiologischerweise 
exprimierten eGFP, andererseits durch Verwendung eines spezifischen gegen eGFP 
gerichteten Anti-eGFP-Antikörpers. Im tumorfreien Normalgewebe konnte in zahl-
reichen homogen verteilten Zellen eine eGFP-Expression mit zytoplasmatischer An-
färbung nachgewiesen werden, die vermutlich eGFP-exprimierenden Immunzellen 
zuzuordnen ist. Innerhalb des Bronchialepithels zeigten sich nur vereinzelt eGFP-
Positivitäten. Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen vor allem in peripheren Tumor-
arealen eGFP-exprimierende Zellen auf. Kleinzellige Bronchialkarzinome erschienen 
ebenfalls deutlich eGFP-positiv, wobei mit zunehmender Tumorgröße ein Signal-
anstieg verzeichnet wurde. Charakteristisch war die hohe Dichte des eGFP-Signals 
aufgrund der räumlichen Überlagerung der sehr kleinen Tumorzellen. Den Tumor-
entitäten gemeinsam war das inhomogene Verteilungsmuster intratumoraler eGFP-
positiver Zellen mit zytoplasmatischer Lokalisation der Positivitäten. 
 
5.1.3.3   Expression von CXCL12/SDF-1 
Die Expression des Chemokins CXCL12/SDF-1 wurde mithilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie sowohl im gesunden Lungengewebe als auch in nichtkleinzelligen und 
kleinzelligen Lungentumoren detektiert. CXCL12/SDF-1 wird physiologischerweise 
von Zellen des Bindegewebes und des Endothels exprimiert. Im Normalgewebe 
ergaben sich hierdurch Positivitäten unter Abzeichnung des Bronchialepithels und der 
Alveolarsepten mit homogenem Verteilungsmuster. 
In nichtkleinzelligen Lungentumoren konnten vor allem in peripheren, dem Normal-
gewebe anliegenden Tumorbereichen inhomogen verteilte CXCL12/SDF-1-exprimie-
rende Zellen festgestellt werden. Mitunter wurden solitäre Positivitäten aufgezeigt. 
Kleinzellige Bronchialkarzinome wiesen intratumoral allenfalls vereinzelt CXCL12/ 
SDF-1-exprimierende Zellen auf, wobei kein charakteristisches Expressionsmuster 
nachzuweisen war. Im Ausmaß der intratumoralen Expression des CXCL12/SDF-1 
bestand keine Abhängigkeit zur Tumorgröße. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-
mikroskopie hinsichtlich des CXCL12/SDF-1-Expressionsmusters entsprechen denen 
der immunhistochemischen Färbung an Paraffinschnitten. In der nachfolgenden 
Abbildung 15 ist die Expression des CXCL12/SDF-1 in repräsentativen nichtklein-
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zelligen und kleinzelligen Lungentumoren veranschaulicht. Weiterhin sind in Abbildung 
15 B im Bereich des Bronchialepithels auffallende Positivitäten zu erkennen. Eine 
Koexpression von CXCL12/SDF-1 und eGFP konnte nicht festgestellt werden. 
 
     
Abbildung 15: CXCL12/SDF-1-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS be-
handelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A: NSCLC. B: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: 
CXCL12/SDF-1, grün: eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 200fach (A, B). 
 
5.1.3.4   Expression ausgewählter Immunzellmarker 
Die weitere Charakterisierung der CXCR4-exprimierenden Immunzellen erfolgte 
mithilfe der Anfärbung ausgewählter Immunzellmarker. Die Darstellung der Expression 
von CD11b, CD31, CD68 und Gr-1 ermöglicht hierbei die Unterscheidung zwischen 
CXCR4-positiven Tumorzellen und verschiedenen Leukozytenpopulationen.  
 
Das Oberflächenprotein CD11b wird physiologischerweise auf der Oberfläche von 
Leukozyten, insbesondere von Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und NK-
Zellen, exprimiert. Erwartungsgemäß gelang der Nachweis des CD11b mehrheitlich in 
verstreut im Normalgewebe liegenden Zellen mit homogenem Verteilungsmuster. Im 
Bereich des Bronchialepithels und in unmittelbarer Nähe von Bronchien und von 
Bronchiolen konnte eine erhöhte Konzentration CD11b-positiver Zellen festgestellt 
werden. Auffallend war die deutliche Koexpression von CD11b und eGFP, wie aus der 
nachstehenden Abbildung 16 A, Seite 60, ersichtlich ist. Im Gegensatz hierzu zeigten 
Lungentumoren unabhängig von deren Größe und deren Entität eine deutlich gerin-
gere CD11b-Expression als das Normalgewebe. Es fanden sich lediglich vereinzelte, 
mitunter in Gruppen zusammenliegende Zellen, wobei es sich höchstwahrscheinlich 
um intratumoral gelegene CD11b-exprimierende Leukozyten handelt.  
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Endothelzellen sowie unter anderem auch neutrophile Granulozyten und Makro-
phagen exprimieren das Transmembranprotein CD31. Die Darstellung dieses Ober-
flächenmarkers erbrachte die nahezu vollständige Anfärbung des gesunden Lungen-
gewebes mit deutlicher Abzeichnung von Alveolarsepten und von Bronchien. Diese 
Positivitäten entsprechen überwiegend CD31-exprimierenden Endothelzellen und 
Immunzellen. Ähnlich der CD11b-Darstellung konnten CD31-positive Zellen in den 
Tumorgeweben unabhängig von deren Entität und Größe lediglich vereinzelt nachge-
wiesen werden. Diese stellen am ehesten intratumoral gelegene, CD31-exprimierende 
Immunzellen oder von Tumorgewebe umschlossene Blutgefäße dar (siehe Abbildung 
16 C, Seite 60).  
 
Das Oberflächenprotein CD68 erscheint vor allem in den zytoplasmatischen Granula 
von Makrophagen. Der Nachweis CD68-positiver Zellen konnte im gesamten Normal-
gewebe unter deutlicher Abzeichnung des Bronchialepithels erreicht werden. Den 
Erwartungen entsprechend bestand eine sichtbare Ähnlichkeit zum Expressions-
muster des CD11b, das ebenfalls von Makrophagen exprimiert wird. Die Aussparung 
der Gewebe nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren ähnelt unabhängig von 
deren Größe dem Expressionsmuster des CD11b und des CD31. Vereinzelte, inner-
halb der Tumorgewebe gelegene CD68-Positivitäten sind mit hoher Wahrscheinlich-
keit auf das intratumorale Vorhandensein von Makrophagen zurückzuführen.  
 
Der Nachweis des Oberflächenproteins Gr-1 als Marker für neutrophile Granulozyten  
wurde mit homogener Verteilung ebenfalls insbesondere im gesunden Lungenge-
webe erbracht. Im Unterschied zur Expression von CD11b und CD68 konnte keine 
bevorzugte Lokalisation im Bereich des Bronchialepithels festgestellt werden. Die 
Lungentumoren zeigten unabhängig von der Tumorentität und der Tumorgröße sehr 
unterschiedliche Expressionsmuster. Es wurden sowohl Lungentumoren mit homo-
gener, als auch mit inhomogener Verteilung von Gr-1-Positivitäten dargestellt. Es 
fanden sich ebenso Bronchialkarzinome ohne eine Gr-1-Expression. Die nachstehen-
den Abbildungen 16 E und F veranschaulichen diese Befunde anhand eines klein-
zelligen Bronchialkarzinoms ohne intratumoralen Gr-1-Nachweis und eines nichtklein-
zelligen Lungentumors mit homogener Gr-1-Expression im gesamten Tumorbereich 
unter Aufzeigen einer deutlichen Koexpression mit eGFP. 
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Abbildung 16: Expression von CD11b (A, B), CD31 (C), CD68 (D) und Gr-1 (E, F) in Lungen-
tumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A: Normalgewebe. B, 
C, F: NSCLC. D, E: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: CD11b, CD31, CD68, Gr-1, grün: 
eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 100fach (A-D), 200fach (E, F). 
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5.1.3.5   Expression von CD34 
Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte das endotheliale Oberflächenprotein 
CD34 sowohl im gesunden Lungengewebe, als auch in den Tumorgeweben nicht-
kleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren nachgewiesen werden. Entsprechend 
der physiologischen Expression durch Gefäßendothelzellen wurden im Normalgewebe 
demnach insbesondere in der Nähe von Bronchien, Bronchiolen sowie in unmittelbarer 
Tumorumgebung CD34-exprimierende Zellen festgestellt. 
Nichtkleinzellige Lungentumoren ließen im gesamten Tumorbereich CD34-positive 
Zellen mit inhomogenem Verteilungsmuster erkennen, die am ehesten intratumoral 
gelegene Blutgefäße darstellen. Kleinzellige Bronchialkarzinome wiesen nahezu keine 
intratumoralen Positivitäten auf und zeigten hingegen in tumornahen Normalgewebs-
bereichen eine verstärkte CD34-Expression. Unabhängig von der Tumorentität war 
keine direkte Abhängigkeit zur Tumorgröße zu erkennen. 
Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie stimmen mit denen der immunhisto-
chemischen Färbung an Paraffinschnitten überein. Die Abbildung 17 zeigt die CD34-
Positivitäten eines nichtkleinzelligen und eines kleinzelligen Lungentumors. Neben der 
Darstellung eines Gefäßquerschnitts mit endothelialer CD34-Expression innerhalb des 
nichtkleinzelligen Lungentumors in Abbildung 17 A ist auch die deutliche Anfärbung 
des subepithelialen Bindegewebes in Abbildung 17 B ersichtlich. Eine Koexpression 
von CD34 und eGFP wurde nicht festgestellt. 
 
     
Abbildung 17: CD34-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A: NSCLC. B: SCLC. Die Pfeile deuten auf die CD34-expri-
mierenden Zellen eines Gefäßquerschnitts (A) und des subepithelialen Bindegewebes (B). 
Fluoreszenzmikroskopie (rot: CD34, grün: eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 100fach 
(A), 200fach (B). 
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5.1.3.6   Expression von Ki-67 
Der Proliferationsmarker Ki-67 wurde im tumorfreien Lungengewebe ebenso wie im 
Tumorgewebe dargestellt. Trotz der physiologischerweise hohen Proliferationsaktivität 
von Bronchialepithelzellen und Alveolarepithelzellen konnte nur vereinzelt der Nach-
weis einer Ki-67-Expression erbracht werden. Diese Positivitäten waren vor allem im 
Bereich des Bronchialepithels auffindbar. 
In nichtkleinzelligen Lungentumoren gelang die Detektion Ki-67-positiver Zellen mit 
inhomogenem Verteilungsmuster und auffallend unterschiedlichem Lokalisations-
muster. Einerseits konnten peripher gelegene Proliferationsfronten nachgewiesen 
werden, andererseits fanden sich Ki-67-Positivitäten im gesamten Tumorgewebe ohne 
bevorzugte Lokalisation. Tumorzellansammlungen und Bronchialkarzinome mit klein-
zelliger Differenzierung zeigten entsprechend ihrer Proliferationsaktivität mehrheitlich 
eine deutliche Expression von Ki-67 mit ebenfalls inhomogenem Verteilungsmuster. 
Weiterhin konnte eine Zunahme der Ki-67-Expression mit der Tumorgröße festgestellt 
werden. In Abbildung 18 sind repräsentative Tumorbereiche nichtkleinzelliger und 
kleinzelliger Lungentumoren dargestellt, wobei mitunter auch der Nachweis einer 
Koexpression von Ki-67 und eGFP gelang. Die Darstellung der Ki-67-Expression 
mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie bestätigt die Ergebnisse der immunhistoche-
mischen Färbung an den Paraffinschnitten. 
 
     
Abbildung 18: Ki-67-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A: NSCLC. B: SCLC. Der Pfeil deutet beispielhaft auf eine Koexpression 
von Ki-67 und eGFP. Fluoreszenzmikroskopie (rot: Ki-67, grün: eGFP, blau: DAPI). Original-
vergrößerung: 100fach (A, B). 
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5.1.4   Auswertung der In-situ-Hybridisierung  
Neben den immunhistochemischen Färbungen an Paraffinschnitten und mittels der 
Free-Floating-Methode als Antikörper-vermittelte Nachweisverfahren für Proteine 
dient die In-situ-Hybridisierung dem Nachweis von Nukleinsäuren. Die Lungengewebe 
wurden mit 35S-markierten RNA-Sonden auf das Vorhandensein der Cxcr4-mRNA, der 
mRNA der Cxcl12/SDF-1-Isoformen SDF-1 	 , SDF-1 
  und SDF-1   sowie der 
Isoformen-übergreifenden Cxcl12/SDF-1-mRNA untersucht. Zur gewebespezifischen 
Beurteilung der entsprechenden mRNA-Expression erfolgte der direkte Vergleich zu 
sequentiellen HE-gefärbten Präparaten. Da nichtkleinzellige Bronchialkarzinome mit 
der In-situ-Hybridisierung nicht detektiert werden konnten, beschränkt sich die 
Beurteilung der Expression auf kleinzellige Bronchialkarzinome. Aufgrund der erkenn-
baren, feingranulären Ablagerung von Silberpartikeln außerhalb der Gewebebereiche 
ist von einer schwachen Hintergrundmarkierung auszugehen.  
 
Eine Cxcr4-mRNA-Expression konnte sowohl im gesunden Lungengewebe als auch 
in den Tumorgeweben kleinzelliger Bronchialkarzinome nachgewiesen werden. Im 
Normalgewebe konnten, insbesondere im Bereich des Bronchialepithels, feingranuläre 
Silberpartikel mit homogenem Verteilungsmuster aufgezeigt werden. Weiterhin gelang 
der deutliche Nachweis von grobgranulären Partikelansammlungen, die am ehesten 
CXCR4-exprimierenden Immunzellen, wie beispielsweise Alveolarmakrophagen, 
zuzuordnen sind. Im Bereich kleinzelliger Bronchialkarzinome zeigte sich die fein-
granuläre Silberakkumulation in einer höheren Konzentration als im umliegenden 
Normalgewebe. Hieraus ergibt sich eine sichtbare Abgrenzung zwischen Tumor-
gewebe und gesundem Lungengewebe, die eine intratumorale Bildung von Cxcr4-
mRNA bestätigt. Der Unterschied zwischen der grobgranulären Darstellung der 
CXCR4-exprimierenden Immunzellen und den feingranulären Ablagerungen in klein-
zelligen Tumorarealen stützt diese Annahme. 
 
Der Nachweis der mRNA des Isoformen-übergreifenden Cxcl12/SDF-1 und der 
Isoformen SDF-1	, SDF-1
 und SDF-1 ergab unterschiedliche Expressionsmuster. 
Das gesunde Lungengewebe zeigte jeweils eine homogen verteilte, feingranuläre 
Silberakkumulation, wobei im Vergleich zur Expression der SDF-1	-mRNA niedrigere 
Konzentrationen an SDF-1
- und SDF-1-mRNA festgestellt werden konnten. Die 
höchste Signalintensität wurde durch die Isoformen-übergreifende Darstellung der 
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Cxcl12/SDF-1-mRNA erreicht. Neben feingranulären Ablagerungen waren hierbei 
auch solitäre grobgranuläre Silberniederschläge mit inhomogenem Verteilungsmuster 
erkennbar. Diese ähneln der grobgranulären Cxcr4-mRNA-Expression. In kleinzelligen 
Tumorgeweben konnte die Expression der mRNA aller untersuchten SDF-1-Isoformen 
durch feingranuläre Ablagerungen mit homogener Verteilung ohne bevorzugte intra-
tumorale Lokalisation aufgezeigt werden. Eine im Vergleich zum Normalgewebe 
höhere Konzentration wurde hierbei allerdings lediglich bei der Darstellung der 
Isoformen-übergreifenden Cxcl12/SDF-1-mRNA nachgewiesen. Die Expression der 
mRNA von SDF-1	, SDF-1
 und SDF-1 ergab keine Konzentrationsunterschiede 
zwischen Tumorgeweben und Nichttumorgeweben. 
Die Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung stimmen im Wesentlichen mit denen der 
Immunfärbungen an Paraffinschnitten und an Free-Floating-Schnitten überein. Abbil-
dung 19 verdeutlicht den gewebespezifischen Nachweis der Cxcr4-mRNA und der 
Isoformen-übergreifenden CXCL12/SDF-1-mRNA. 
 
     
 
     
Abbildung 19: Gewebespezifischer Nachweis der Cxcr4-mRNA (B) und der Cxcl12/SDF-1-
mRNA (D) in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. 
A-D: SCLC. Die Pfeile deuten auf kleinzellige Tumoren. In-situ-Hybridisierung (schwarzer 
Niederschlag; B, D) und HE-Übersichtsfärbung (A, C). Originalvergrößerung: 200fach (A-D). 
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5.2   Pilotversuch zur Tumorinduktion mit LPS 
Neben der Behandlung der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse mit NNK und LPS erfolgte bei 
zwölf von insgesamt 24 Behandlungstieren ausschließlich die Gabe von LPS zur 
Erfassung einer möglichen LPS-induzierten Tumorbildung. Hierbei wurde bei der licht-
mikroskopischen Auswertung der Lungenproben in einer mit LPS behandelten Maus 
ein Lungentumor mit kleinzelliger Differenzierung festgestellt, der in der Hämatoxylin-
Eosin-Übersichtsfärbung und der immunhistochemischen Färbung des CXCR4 unter 
Verwendung des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 ohne und mit LPP-Behandlung und 
des CXCL12/SDF-1 dargestellt werden konnte (siehe Abbildung 21, Seite 66). 
 
 
Abbildung 20: Entwicklung der Tiergewichte von nur mit LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen (grün) während der 17-wöchigen Behandlungszeit. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SD; n = 12 (Behandlungstiere mit LPS). 
 
Als Nebenzielgröße wurden die Tiergewichte während des 17-wöchigen Unter-
suchungszeitraums einmal wöchentlich erfasst. In der Abbildung 20 ist die Tierge-
wichtsentwicklung unter Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und der Standardab-
weichungen aufgezeigt. Das durchschnittliche Gewicht der Behandlungstiere betrug 
zu Beginn des Untersuchungszeitraums 41,34 g und lag somit circa 5 g über dem 
Durchschnittsgewicht der mit NNK und LPS behandelten Tiere und der Kontrolltiere 
des Pilotversuchs. Bis zum Ende der 17-wöchigen LPS-Behandlung konnte ein 
stetiger Gewichtsanstieg auf schließlich 49,15 g verzeichnet werden. Im Unterschied 
zu den mit NNK und LPS behandelten Mäusen zeigte sich keine Gewichtsreduktion 
innerhalb der ersten fünf Behandlungswochen. Die durchschnittliche Gewichtszu-
nahme von circa 8 g in der Behandlungsgruppe mit LPS steht außerdem im Gegensatz 
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zur durchschnittlichen Gewichtszunahme von 2 g in der Behandlungsgruppe mit NNK 
und LPS beziehungsweise von etwa 6 g bei den unbehandelten Kontrolltieren.  
 
In der nachstehenden Abbildung 21 ist das LPS-induzierte kleinzellige Bronchial-
karzinom zu erkennen. Hierbei wurde der Nachweis intratumoral gelegener CXCR4-
exprimierender Zellen mit inhomogenem Verteilungsmuster im gesamten Tumor-
gewebe erbracht. Aufgrund der Phosphosensitivität des Anti-CXCR4-Antikörpers 
UMB-2 konnte ein deutlicher Anstieg des Immunsignals nach LPP-Behandlung ver-
zeichnet werden. Die Darstellung des Chemokins CXCL12/SDF-1 ergab vereinzelte, 
überwiegend in der Tumorperipherie gelegene Positivitäten. Verglichen mit dem 
Normalgewebe ist die intratumorale Konzentration an CXCL12/SDF-1 erkennbar ge-
ringer. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung entsprechen denen der 
mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse.  
 
     
 
     
Abbildung 21: Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung (A), CXCL12/SDF-1-Expression (B) 
und Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 ohne LPP-
Behandlung (C) sowie mit LPP-Behandlung (D) in Lungentumoren von mit LPS behandelten 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A-D: SCLC. Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung, Immunhisto-
chemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 400fach 
(A-D). 
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5.3   Hauptversuch zur Erfassung der Wirkung von AMD3100 
Nach analog zum Pilotversuch durchgeführter chemischer Induktion von Bronchial-
karzinomen durch die Behandlung der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse 
mit NNK und LPS erfolgte bei drei von insgesamt zwölf Behandlungstieren über zwei 
Wochen die Gabe des nicht-peptidischen CXCR4-Antagonisten AMD3100. Anschlie-
ßend wurde die histologische Aufarbeitung der Lungen zur Tumordetektion bei den 
zwölf Behandlungstieren und den vier gleichaltrigen Kontrolltieren vorgenommen. Der 
Nachweis der Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 gelang wie bereits im Pilot-
versuch mithilfe des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 ohne und mit LPP-Behandlung 
der Gewebeschnitte. Darüber hinaus wurde die Expression weiterer Markerproteine 
zur genaueren Charakterisierung der CXCR4-positiven Zellen untersucht. Eine detail-
lierte Übersicht über die im Hauptversuch angewandten Untersuchungsmethoden und 
die analysierten Marker ist der Abbildung 22 zu entnehmen. 
 
Hauptversuch 
Erfassung der Wirkung von AMD3100 
     




-  HE-Übersichtsfärbung 
-  Immunhistochemie 
      CD34 
      Chromogranin A 
      CXCL12/SDF-1 
      CXCR4  
       (UMB-2 ± LPP) 
      eGFP 
      Ki-67 





-  Fluoreszenzmikroskopie 
      CD11b 
      CD31 
      CD34 
      CD68 
      CXCL12/SDF-1 
      CXCR4  
       (UMB-2 ± LPP) 
      eGFP 
      Gr-1 





Abbildung 22: Übersicht über die im Hauptversuch angewandten Untersuchungsmethoden 
sowie die jeweils dargestellten Markerproteine. 
 
Analog zum Pilotversuch erfolgte die Erfassung der Tiergewichte während des 19-
wöchigen Untersuchungszeitraums als Nebenzielgröße. Aus der nachstehenden 
Abbildung 23 ist die Tiergewichtsentwicklung der mit NNK und LPS beziehungsweise 
mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten Mäuse sowie der vier Kontrolltiere zu ent-
nehmen. Dargestellt sind hierbei die Mittelwerte der Tiergewichte und die Standard-
abweichungen. Die Messung der Tiergewichte wurde einmal wöchentlich vorgenom-
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men. Das durchschnittliche Mausgewicht zu Beginn des Untersuchungszeitraums 
betrug 35,19 g. 
 
 
Abbildung 23: Entwicklung der Tiergewichte von mit NNK und LPS (grün) beziehungsweise 
mit NNK, LPS und AMD3100 (rot) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen 
während der 19-wöchigen Behandlungszeit sowie der Tiergewichte entsprechender Kontroll-
tiere ohne Behandlung mit NNK, LPS und AMD3100 (blau). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SD; n = 9 (Behandlungstiere mit NNK und LPS), n = 3 (Behandlungstiere mit NNK, LPS und 
AMD3100), n = 4 (Kontrolltiere). 
 
Die Kontrolltiere zeigten innerhalb des Untersuchungszeitraums einen Gewichts-
anstieg auf durchschnittlich 38,46 g bis zur zwölften Untersuchungswoche mit an-
schließender Stagnation des durchschnittlichen Tiergewichts zwischen 38,50 g und 
40,00 g. In den Behandlungsgruppen mit NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, 
LPS und AMD3100 wurde unmittelbar nach Behandlungsbeginn eine Gewichts-
reduktion auf durchschnittlich 30,41 g bis zur fünften Untersuchungswoche festgestellt. 
Das Anfangsgewicht konnte hierbei in den Behandlungsgruppen mit NNK und LPS 
beziehungsweise NNK, LPS und AMD3100 in der elften beziehungsweise neunten 
Untersuchungswoche wieder erreicht werden. Im weiteren Verlauf wurde ein stetiger 
Gewichtsanstieg verzeichnet, wobei die Mäuse der Behandlungsgruppe mit NNK, LPS 
und AMD3100 sogar wieder das Gewichtsniveau der Kontrolltiere erreichten. Am Ende 
des Untersuchungszeitraums in der 19. Behandlungswoche betrug das durchschnitt-
liche Tiergewicht der Kontrolltiere 39,26 g, der mit NNK und LPS behandelten Tiere 
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5.3.1   Mikroskopischer Tumornachweis 
Der mikroskopische Nachweis der Lungentumorbildung erfolgte zunächst anhand 
einer Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung. Hierbei konnten nichtkleinzellige und 
kleinzellige Lungentumoren in allen Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen 
detektiert werden (siehe Abbildung 24). Die Lungentumorentwicklung zeigte keine 
Abhängigkeit vom angewandten Behandlungsschema, sodass in den Behand-
lungsgruppen mit NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 
gleichermaßen Lungentumoren mit einer charakteristischen nichtkleinzelligen und 
kleinzelligen Morphologie festgestellt wurden. Lungentumoren mit nichtkleinzelliger 
Differenzierung fanden sich vor allem in peripheren Lungenabschnitten. Kleinzellige 
Bronchialkarzinome mit einem deutlich ungeordneten Wachstumsmuster und un-
scharfer Abgrenzung zum umliegenden Nichttumorgewebe erschienen in zentralen, 
den Bronchien und Bronchiolen anliegenden Bereichen. Zudem wurden einige wenige 
Tumoren mit Anteilen beider Entitäten nachgewiesen.  
 
     
 
     
Abbildung 24: Mikroskopische Darstellung der Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) 
beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung. 
Originalvergrößerung: 200fach (A, C, D), 400fach (B). 







C            D 
  Ergebnisse 
   
70 
 
5.3.2   Auswertung der Immunhistochemie an Paraffinschnitten 
5.3.2.1   Expression des CXCR4 
Das Vorhandensein CXCR4-exprimierender Zellen konnte sowohl im tumorfreien 
Normalgewebe als auch in den Tumorgeweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger 
Lungentumoren in beiden Behandlungsgruppen bestätigt werden. In Abhängigkeit 
vom durchgeführten Behandlungsschema ergaben sich aufgrund der bekannten Phos-
phosensitivität des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 deutliche Unterschiede in der 
Expression des CXCR4 nach der Behandlung der Gewebeschnitte mit LPP. Wie auch 
im Pilotversuch konnte in der Behandlungsgruppe mit NNK und LPS nach der LPP-
Behandlung eine generelle Verstärkung des bereits ohne LPP aufgezeigten CXCR4-
Expressionsmusters im gesunden Lungengewebe und in den Tumorgeweben nachge-
wiesen werden. In der Behandlungsgruppe mit NNK, LPS und AMD3100 zeigten sich 
hingegen weder im gesunden Lungengewebe, noch in den Tumorgeweben bedeu-
tende Unterschiede in der CXCR4-Expression zwischen den Schnitten ohne und mit 
LPP-Behandlung (siehe Abbildung 25, Seite 71).  
 
Im tumorfreien Normalgewebe wurden insbesondere im Interstitium und im Bereich 
des Bronchialepithels homogen verteilte CXCR4-exprimierende Zellen nachgewiesen, 
die am ehesten Immunzellen wie Alveolarmakrophagen, Monozyten und neutrophile 
Granulozyten darstellen. Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen vor allem in peripher 
gelegenen und gefäßnahen Tumorarealen vereinzelt mäßige CXCR4-Positivitäten auf. 
Mitunter zeigten sich Mischtumoren mit abgrenzbaren CXCR4-positiven kleinzelligen 
Tumorbereichen. In kleinzelligen Tumoren gelang der Nachweis zahlreicher CXCR4-
exprimierender Tumorzellen mit starker Anfärbung im gesamten Tumorareal. Unab-
hängig von der Tumorentität konnte ein inhomogenes Verteilungsmuster der CXCR4-
positiven Zellen verzeichnet werden. Unterschiede resultierten in Abhängigkeit vom 
Behandlungsschema in der Rezeptorlokalisation des CXCR4. Die Behandlungs-
gruppe mit NNK und LPS zeigte eine mehrheitlich zytoplasmatische Anfärbung, die in 
Bronchialkarzinomen mit kleinzelliger Differenzierung darüber hinaus mit zahlreichen, 
deutlich abgrenzbaren zytoplasmatischen Granula erschien. In der Behandlungs-
gruppe mit NNK, LPS und AMD3100 konnte im Gegensatz dazu eine überwiegend 
membranständige Lokalisation des CXCR4 festgestellt werden. Unterschiede in der 
subzellulären Lokalisation des CXCR4 zwischen der Behandlung mit und ohne LPP 
ergaben sich nicht. Die nachstehende Abbildung 25 verdeutlicht diese Befunde unter 
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Darstellung repräsentativer nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren beider 
Behandlungsgruppen.  
 
     
 
     
 
     
Abbildung 25: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 
ohne LPP-Behandlung (C, D) und mit LPP-Behandlung (A, B, E, F) in Lungentumoren von mit 
NNK und LPS (A, B) beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D, E, F) behandelten 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: NSCLC. B, D, F: SCLC. Immunhisto-
chemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach 
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5.3.2.2   Expression von eGFP 
Der immunhistochemische Nachweis der Expression von eGFP ergab zytoplasma-
tische Positivitäten sowohl im Normalgewebe mit homogener Verteilung der eGFP-
exprimierenden Zellen, als auch in den nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungen-
tumoren mit inhomogenem Verteilungsmuster.  
Nichtkleinzellige Tumoren zeigten insbesondere in peripheren, dem Normalgewebe 
anliegenden Tumorbereichen eGFP-positive Zellen mit mäßiger bis starker Anfärbung. 
In kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurden im gesamten Tumorareal Positivitäten 
mit starker zytoplasmatischer Anfärbung nachgewiesen, ohne dabei ein bevorzugtes 
Lokalisationsmuster aufzuweisen. Ein Unterschied zwischen den verschiedenen Be-
handlungsgruppen mit NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 
ergab sich nicht. Entgegen den Ergebnissen des Pilotversuchs konnten keine deut-
lichen Unterschiede zwischen der CXCR4-Expression und der eGFP-Expression 
verzeichnet werden (siehe Abbildung 25, Seite 71, und Abbildung 26). 
 
     
 
     
Abbildung 26: eGFP-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) beziehungs-
weise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A, C, D), 400fach (B). 
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5.3.2.3   Expression von CXCL12/SDF-1 
Der Nachweis des Chemokins CXCL12/SDF-1 konnte sowohl in den Tumorgeweben 
nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren als auch im Normalgewebe erbracht 
werden. Die mäßige Anfärbung von Bronchialepithelzellen verdeutlicht deren physio-
logische CXCL12/SDF-1-Expression. Dabei zeigte sich eine Abgrenzung zum übrigen 
Normalgewebe, das lediglich vereinzelt CXCL12/SDF-1-positive Zellen aufwies.   
Mäßige CXCL12/SDF-1-Positivitäten konnten im gesamten Tumorbereich nichtklein-
zelliger Lungentumorgewebe sowohl mit homogenem, als auch mit inhomogenem 
Verteilungsmuster nachgewiesen werden. Kleinzellige Tumoren zeigten nur vereinzelt 
peripher gelegene CXCL12/SDF-1-positive Zellen, wobei in den Tumorgeweben 
mehrheitlich keine CXCL12/SDF-1-Expression erkennbar war. Die Expression des 
CXCL12/SDF-1 zeigte keine Abhängigkeit vom Behandlungsschema. Wie bereits im 
Pilotversuch festzustellen war, zeichnete sich ein inverses Expressionsmuster des 
CXCL12/SDF-1 und des CXCR4 ab (siehe Abbildung 25, Seite 71, und Abbildung 27).  
 
     
 
     
Abbildung 27: CXCL12/SDF-1-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) 
beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A, C, D), 400fach (B). 
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5.3.2.4   Expression von CD34 
Die Expression des endothelialen Oberflächenproteins CD34 konnte insbesondere in 
Blutgefäßanschnitten festgestellt werden. So zeigten sich zytoplasmatische und mem-
branständige CD34-Positivitäten mit mäßiger bis starker Anfärbung vor allem in der 
Nähe von Bronchien und von Bronchiolen sowie häufig in unmittelbarer Tumorum-
gebung (siehe Abbildung 28). 
In nichtkleinzelligen Lungentumoren erschienen vereinzelt CD34-exprimierende Zellen 
mit bevorzugt peripherer Lokalisation um Tumorgewebe. Den Ergebnissen des Pilot-
versuchs entsprechend wurde eine deutliche Kongruenz zur Expression des CXCR4 
nachgewiesen, wobei mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Koexpression von CD34 und 
CXCR4 vorliegt. Lungentumoren mit kleinzelliger Differenzierung zeigten unabhängig 
vom intratumoralen CXCR4-Expressionsmuster lediglich vereinzelt CD34-positive 
Zellen. Es ergaben sich keine Unterschiede in der CD34-Expression in Abhängigkeit 
vom angewandten Behandlungsschema. 
 
     
 
     
Abbildung 28: CD34-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) beziehungs-
weise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 200fach (A, C, D), 400fach (B).  
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5.3.2.5   Expression von Chromogranin A 
Chromogranin A konnte immunhistochemisch mit mäßiger, teils starker Expression 
sowohl in den Tumorgeweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Bronchialkarzinome 
als auch im gesunden Normalgewebe nachgewiesen werden (siehe Abbildung 29). 
Hierbei zeigten Bronchialepithelzellen eine mäßige zytoplasmatische Anfärbung. 
Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen unabhängig vom Behandlungsschema 
schwache bis mäßige Chromogranin A-Positivitäten vor allem in peripheren Tumor-
arealen auf. Mitunter waren ebenso diffus verteilte intratumorale Zellen mit starker 
zytoplasmatischer Chromogranin A-Expression erkennbar. In kleinzelligen Bronchial-
karzinomen konnten Zellen mit deutlicher zytoplasmatischer Expression von Chromo-
granin A und inhomogener Verteilung im gesamten Tumorareal festgestellt werden. Im 
Unterschied zu den mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten Versuchstieren, 
konnten in der Behandlungsgruppe mit NNK und LPS auch kleinzellige Tumorzell-
ansammlungen ohne entsprechenden Chromogranin A-Nachweis aufgezeigt werden.  
 
     
 
     
Abbildung 29: CgA-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) beziehungs-
weise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 100fach (C), 200fach (A, B, D). 
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5.3.2.6   Expression von Ki-67 
Der immunhistochemische Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 ergab in den 
Lungentumorgeweben und im Normalgewebe Positivitäten mit nachweisbarer Kern-
färbung. Die physiologisch einer erhöhten Teilungsaktivität unterliegenden Bronchial- 
und Alveolarepithelzellen wiesen eine mäßige Ki-67-Expression auf. 
In nichtkleinzelligen Lungentumoren war eine mäßige, vereinzelt starke Ki-67-Expres-
sion vor allem peripher gelegener Tumorbereiche feststellbar, wobei sich zwischen 
den Behandlungsgruppen keine Unterschiede im Expressionsmuster zeigten. Die 
Expression von Ki-67 in kleinzelligen Bronchialkarzinomen erwies sich unabhängig 
vom Behandlungsschema als variabel. Neben Tumoren mit deutlich Ki-67-positiven 
Zellen konnten Tumoren mit fehlenden beziehungsweise lediglich vereinzelten Ki-67-
Positivitäten detektiert werden. Mitunter waren peripher gelegene Proliferationsfronten 
zu erkennen. Wie im Pilotversuch zeigte die Ki-67-Expression Ähnlichkeiten zur Ex-
pression von Chromogranin A (siehe Abbildung 29, Seite 75, und Abbildung 30).  
 
     
 
     
Abbildung 30: Ki-67-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) beziehungs-
weise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, Gegenfärbung 
mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 100fach (C), 200fach (A, B, D). 
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5.3.2.7   Expression des SSTR2 
In der immunhistochemischen Darstellung des Somatostatin-Rezeptors SSTR2 konn-
ten lediglich vereinzelt mäßige SSTR2-Positivitäten festgestellt werden. Im tumor-
freien Lungengewebe zeigte sich keine Expression des SSTR2.  
Lungentumoren mit nichtkleinzelliger Differenzierung wiesen unabhängig vom ange-
wandten Behandlungsschema keine SSTR2-positiven Zellen auf. In kleinzelligen 
Bronchialkarzinomen konnten vereinzelte, überwiegend peripher im Tumorgewebe 
gelegene SSTR2-positive Zellen mit mäßiger zytoplasmatischer Anfärbung nach-
gewiesen werden, wobei keine Abhängigkeit von der Tumorgröße bestand. Die mit 
NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten 
Versuchstiere zeigten hierbei keine Unterschiede in der Expression des SSTR2. Die 
nachstehende Abbildung 31 verdeutlicht die SSTR2-Expression an ausgewählten 
nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungentumoren.  
 
     
 
     
Abbildung 31: SSTR2-Expression in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) bezie-
hungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Färbung, 
Gegenfärbung mit Hämatoxylin). Originalvergrößerung: 100fach (C), 200fach (A, B, D). 
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5.3.3   Auswertung der Immunhistochemie an Free-Floating-Schnitten 
5.3.3.1   Expression des CXCR4 
Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 konnte mithilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie im gesunden Lungengewebe sowie in nichtkleinzelligen und kleinzelligen 
Lungentumoren beider Behandlungsgruppen aufgezeigt werden. Aufgrund der Phos-
phosensitivität des Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 erfolgte die CXCR4-Darstellung 
wiederum ohne und mit LPP-Behandlung der Gewebeschnitte. Eine Intensitätszu-
nahme des CXCR4-Expressionsmusters nach der Behandlung der Präparate mit LPP 
wurde allerdings in der Behandlungsgruppe mit NNK und LPS entgegen der Erwartung 
nicht bestätigt. Bei den mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten Mäusen konnte 
ebenfalls kein Unterschied in der CXCR4-Expression zwischen den Präparaten ohne 
und mit LPP-Behandlung nachgewiesen werden. 
 
Im Normalgewebe wurden zahlreiche homogen verteilte CXCR4-exprimierende Zellen 
detektiert. Diese CXCR4-Expression zeigte sich insbesondere in den Alveolarsepten 
sowie den Bronchialepithelien und beweist am ehesten das Vorhandensein CXCR4-
exprimierender Immunzellen. 
In nichtkleinzelligen Lungentumoren gelang der Nachweis von CXCR4-positiven 
Zellen bevorzugt in peripheren Tumorbereichen. Kleinzellige Lungentumoren erwiesen 
sich hinsichtlich der Expression des CXCR4 als auffallend variabel, wobei neben 
Tumoren mit deutlichen Positivitäten auch Tumoren ohne einen entsprechenden 
CXCR4-Nachweis festgestellt wurden. Die Tumorgröße zeigte unabhängig von der 
Entität keinen Zusammenhang mit dem Ausmaß der CXCR4-Expression. Analog zu 
den Ergebnissen der immunhistochemischen Färbung an Paraffinschnitten wurden 
abhängig vom Behandlungsschema Unterschiede in der Rezeptorlokalisation des 
CXCR4 deutlich. Die Behandlungsgruppe mit NNK und LPS zeigte überwiegend 
zytoplasmatische Positivitäten mit homogener Signalintensität in der gesamten Zelle. 
Im Unterschied zur immunhistochemischen Färbung an Paraffinschnitten konnten 
hierbei jedoch keine zytoplasmatischen Granula erkannt werden. Die Tumorgewebe 
der mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten Mäuse wiesen eine membranständige 
Lokalisation des CXCR4 mit deutlicher Abzeichnung der Zellgrenzen und Aussparung 
zytoplasmatischer Zellbereiche auf. In den Abbildungen 32, Seite 80, und 33, Seite 81, 
sind die CXCR4-Expressionsmuster nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungen-
tumoren beider Behandlungsgruppen ohne und mit LPP-Behandlung dargestellt.  
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5.3.3.2   Expression von eGFP 
Der Nachweis des grün fluoreszierenden Proteins im tumorfreien Normalgewebe und 
in den Tumorgeweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren erfolgte 
neben der Verwendung eines spezifischen Anti-eGFP-Antikörpers auch durch die 
natürliche Autofluoreszenz in der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie. 
Im gesamten gesunden Lungengewebe waren homogen verteilte eGFP-positive 
Zellen mit überwiegend zytoplasmatischer Anfärbung nachweisbar. Ebenso wie im 
Pilotversuch wurden in den Bronchialepithelien allenfalls vereinzelt eGFP-Positivitäten 
festgestellt. Nichtkleinzellige und kleinzellige Lungentumoren wiesen im gesamten 
Tumorbereich eGFP-exprimierende Zellen mit zytoplasmatischer Anfärbung auf, ohne 
eine bevorzugte intratumorale Lokalisation dieser Positivitäten aufzuzeigen. Den 
Tumorentitäten gemeinsam war eine direkte Abhängigkeit der eGFP-Expression von 
der Tumorgröße. Verglichen mit der CXCR4-Expression zeigte sich eine höhere 
Anzahl an eGFP-exprimierenden Zellen. 
 
5.3.3.3   Expression von CXCL12/SDF-1 
Das physiologisch von Bindegewebszellen und Endothelzellen der Lunge exprimierte 
Chemokin CXCL12/SDF-1 wurde im gesamten tumorfreien Lungengewebe detektiert.  
Vor allem im Bereich des Bronchialepithels, des subepithelialen Bindegewebes und 
der Alveolarsepten zeigte sich eine CXCL12/SDF-1-Expression mit homogener Ver-
teilung dieser CXCL12/SDF-1-positiven Zellen.  
In nichtkleinzelligen Lungentumoren konnte ebenfalls der Nachweis von CXCL12/ 
SDF-1 mit inhomogenem Verteilungsmuster erbracht werden, wobei überwiegend in 
peripheren Tumorarealen, in direkter Tumorumgebung sowie vereinzelt zentral gele-
gene Positivitäten festzustellen waren. Kleinzellige Bronchialkarzinome wiesen mehr-
heitlich lediglich vereinzelt intratumoral gelegene, CXCL12/SDF-1-positive Zellen auf, 
ohne einen direkten Zusammenhang zu der Tumorgröße aufzuzeigen. Die Ausprä-
gung des CXCL12/SDF-1-Expressionsmusters zeigte keinen Unterschied in Abhän-
gigkeit vom Behandlungsschema und entsprach den Ergebnissen des Pilotversuchs. 
In den nachstehenden Abbildungen 32 E und F sowie 33 E und F ist die Expression 
des CXCL12/SDF-1 in nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungentumoren nach Be-
handlung mit NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 dargestellt. 
Die deutliche Abzeichnung des Bronchialepithels und des subepithelialen Binde-
gewebes innerhalb des Normalgewebes ist besonders in Abbildung 33 F zu erkennen. 
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Abbildung 32: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 
ohne LPP-Behandlung (A, B), mit LPP-Behandlung (C, D) und CXCL12/SDF-1-Expression  
(E, F) in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4- 
eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: NSCLC. B, D, F: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: CXCR4, 
CXCL12/SDF-1, grün: eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 200fach (A-F). 
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Abbildung 33: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des Antikörpers UMB-2 
ohne LPP-Behandlung (A, B), mit LPP-Behandlung (C, D) und CXCL12/SDF-1-Expression  
(E, F) in Lungentumoren von mit NNK, LPS und AMD3100 behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: NSCLC. B, D, F: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: 
CXCR4, CXCL12/SDF-1, grün: eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 200fach (A-F). 
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5.3.3.4   Expression ausgewählter Immunzellmarker 
Analog zum Pilotversuch erfolgte die Untersuchung der Expression spezifischer 
Immunzellmarker zur weiteren Charakterisierung CXCR4-exprimierender Leukozyten-
populationen und deren Abgrenzung zu CXCR4-positiven Tumorzellen. Dargestellt 
wurden hierzu die Expressionsmuster von CD11b, CD31, CD68 und Gr-1. Hinsichtlich 
dieser Immunzellmarker konnte kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen 
mit NNK und LPS beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 festgestellt werden. 
In CD11b- und CD68-positiven, nicht aber in CD31- und Gr-1-exprimierenden Zellen 
war mitunter eine Koexpression mit eGFP erkennbar. Die Abbildungen 34, Seite 84, 
sowie 35 A und B, Seite 85, veranschaulichen die Expression der Immunzellmarker. 
 
Das Oberflächenprotein CD11b wird vor allem von Leukozyten wie Monozyten, 
Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen gebildet. Im gesamten Normalgewebe 
erschienen unter Betonung der Alveolarsepten solitäre CD11b-exprimierende Zellen 
mit homogener Verteilung. Das im Pilotversuch aufgezeigte Lokalisationsmuster 
dieser Zellen in unmittelbarer Nähe zu Bronchialepithelien konnte dabei nicht bestätigt 
werden. Die Tumorgewebe nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren fielen 
durch eine auffallend geringere Konzentration an CD11b-Positivitäten auf, ohne eine 
Abhängigkeit des Expressionsmusters von der Tumorgröße oder der Entität auf-
zuweisen. Intratumoral waren lediglich vereinzelt CD11b-positive Zellen erkennbar.  
 
Die CD31-Expression durch Endothelzellen und bestimmte Immunzellen ergab im 
gesunden Lungengewebe analog zu den Ergebnissen des Pilotversuchs eine nahezu 
vollständige Abzeichnung von Alveolarsepten und von Bronchien mit homogenem Ver-
teilungsmuster und deutlicher Aussparung der Tumorgewebe nichtkleinzelliger und 
kleinzelliger Lungentumoren. Diese erschienen wiederum unabhängig von der Tumor-
größe und der Entität mehrheitlich ohne intratumorale CD31-Positivitäten. Die Positivi-
täten im Normalgewebe und vereinzelt im Tumorgewebe sind vermutlich auf CD31-
exprimierende Endothelzellen und Immunzellen zurückzuführen. 
 
Der Nachweis des Immunzellmarkers CD68 kann unter anderem in Makrophagen und 
insbesondere deren zytoplasmatischen Granula erbracht werden. Im Unterschied zu 
den Ergebnissen des Pilotversuchs wurde hierbei eine deutliche CD68-Expression des 
gesamten tumorfreien Normalgewebes festgestellt. Vor allem in den Alveolarsepten 
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und in den Bronchialepithelien waren CD68-positive Zellen mit hoher Konzentration 
nachweisbar, was am ehesten auf eine massive Infiltration mit Entzündungszellen 
zurückzuführen ist. CD68-Positivitäten zeigten sich in nichtkleinzelligen und in klein-
zelligen Lungentumoren gleichermaßen überwiegend peripher und an das Normal-
gewebe angrenzend. 
 
Das von neutrophilen Granulozyten exprimierte Oberflächenprotein Gr-1 war im 
Normalgewebe ebenso wie in nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungentumoren un-
abhängig von der Tumorgröße nachweisbar. Die Gr-1-Expression zeigte sich hierbei 
in mehreren, häufig in Gruppen zusammenliegenden Zellen mit inhomogener Vertei-
lung und ohne Aufzeigen einer bevorzugten Lokalisation im Gewebe. Auffallende 
Unterschiede im intratumoralen Expressionsmuster waren anders als im Pilotversuch 
nicht erkennbar. Mitunter waren die Tumoren sogar vollständig Gr-1-negativ. 
 
5.3.3.5   Expression von CD34 
Der Nachweis des physiologischerweise von Endothelzellen exprimierten Ober-
flächenproteins CD34 konnte im Normalgewebe ebenso wie in nichtkleinzelligen und 
kleinzelligen Lungentumoren erbracht werden. Das gesamte tumorfreie Lungenge-
webe zeigte CD34-exprimierende Zellen mit homogenem Verteilungsmuster, wodurch 
sich neben Bronchien, Bronchiolen und Alveolarsepten auch tumornahe Normal-
gewebsareale deutlich abzeichneten.  
Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen insbesondere in peripheren Tumorbereichen 
CD34-positive Zellen auf, die am ehesten intratumoral gelegene Blutgefäße mit endo-
thelialer CD34-Expression darstellen. Zwischen der Tumorgröße und der Anzahl 
CD34-exprimierender Zellen konnte hierbei eine direkte Abhängigkeit festgestellt 
werden. In kleinzelligen Bronchialkarzinomen waren intratumoral unabhängig von 
deren Größe mehrheitlich keine CD34-exprimierenden Zellen feststellbar. Die Behand-
lungsgruppen unterschieden sich hinsichtlich der Expression des CD34 nicht. Die 
Abbildungen 35 C und D, Seite 85, verdeutlichen in diesem Zusammenhang die CD34-
Expression in einem nichtkleinzelligen und in einem kleinzelligen Lungentumor. 
Deutlich zu erkennen ist ein innerhalb des nichtkleinzelligen Lungentumors gelegenes 
Blutgefäß mit endothelialer CD34-Expression, wohingegen das kleinzellige Bronchial-
karzinom lediglich in unmittelbarer Tumorumgebung CD34-Positivitäten zeigt. Eine 
Koexpression von CD34 und eGFP wurde nicht festgestellt. 
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Abbildung 34: Expression von CD11b (A, B), CD31 (C, D), CD68 (E, F) in Lungentumoren 
von mit NNK und LPS (A, C, E) beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (B, D, F) behan-
delten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C, E: SCLC. B, D, F: NSCLC 
Fluoreszenzmikroskopie (rot: CD11b, CD31, CD68, grün: eGFP, blau: DAPI). Originalver-
größerung: 100fach (C), 200fach (A, B, D, E, F). 
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Abbildung 35: Expression von Gr-1 (A, B) und CD34 (C, D) in Lungentumoren von mit NNK 
und LPS (A, C) beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (B, D) behandelten Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen. A, C: SCLC. B, D: NSCLC. Die Pfeile deuten auf die 
CD34-exprimierenden Zellen von in unmittelbarer Nähe eines kleinzelligen Lungentumors 
gelegenen Blutgefäßen (C) sowie eines Blutgefäßlängsschnitts innerhalb eines nichtklein-
zelligen Lungentumors (D). Fluoreszenzmikroskopie (rot: Gr-1, CD34, grün: eGFP, blau: 
DAPI). Originalvergrößerung: 200fach (A-D). 
 
5.3.3.6   Expression von Ki-67 
Im tumorfreien Normalgewebe wurden Ki-67-exprimierende Zellen vor allem in 
Bronchialepithelien festgestellt, die physiologischerweise einer erhöhten Teilungs-
aktivität unterliegen.  
In nichtkleinzelligen Lungentumoren erschienen vor allem periphere Tumorbereiche 
Ki-67-positiv. Mitunter wurden intratumoral lediglich vereinzelte Positivitäten nachge-
wiesen. Kleinzellige Bronchialkarzinome zeigten mehrheitlich eine Ki-67-Expression 
mit inhomogenem Verteilungsmuster im gesamten Tumorgewebe. Insgesamt wurde 
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eine Abhängigkeit von der Tumorgröße deutlich, indem größere Lungentumoren unab-
hängig von ihrer Entität vermehrt Ki-67-Positivitäten aufwiesen. Zwischen den beiden 
Behandlungsgruppen mit NNK und LPS beziehungsweise NNK, LPS und AMD3100 
konnten keine Unterschiede in der Ki-67-Expression aufgezeigt werden. Die Ergeb-
nisse der Fluoreszenzmikroskopie hinsichtlich der Ki-67-Expression entsprechen im 
Wesentlichen denen der immunhistochemischen Färbung an Paraffinschnitten und 
stimmen mit denen des vorangegangen Pilotversuchs überein. In Abbildung 36 ist die 
Ki-67-Expression von nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungentumoren beider 
Behandlungsgruppen dargestellt. 
 
     
 
     
Abbildung 36: Expression von Ki-67 in Lungentumoren von mit NNK und LPS (A, B) 
beziehungsweise mit NNK, LPS und AMD3100 (C, D) behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen. A, C: NSCLC. B, D: SCLC. Fluoreszenzmikroskopie (rot: Ki-67, grün: 
eGFP, blau: DAPI). Originalvergrößerung: 200fach (A-D).  
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6   Diskussion 
6.1   Tumorinduktion mit NNK und LPS 
Die Entstehung von murinen Lungentumoren auf der Basis eines chemisch induzierten 
tierexperimentellen Modells ist zur Nachbildung des mehrstufigen Prozesses der 
Lungentumorbildung beim Menschen geeignet. Neben der Nachahmung der physio-
logischen Entstehung von humanen Lungentumoren, deren Pathogenese maßgeblich 
mit der Zigarettenrauchinhalation als Hauptrisikofaktor assoziiert ist, wird dabei ebenso 
eine morphologische Ähnlichkeit zu humanen Lungentumoren erreicht (Gazdar et al. 
2015, Goeckenjan et al. 2011, Herold 2015). Die in dieser Dissertation durchgeführte 
chemische Tumorinduktion entsprach dem von der Arbeitsgruppe um Keohavong 
beschriebenen Lungentumor-Modell mit dem tabakspezifischen, vom Nikotin abge-
leiteten Nitrosamin-Keton NNK und den Lipopolysacchariden gramnegativer Bak-
terien. Die Lungentumoren wurden in zwei verschiedenen transgenen Mauslinien, in 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen im Pilotversuch und in Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-
BAC-Mäusen im Hauptversuch, induziert. 
 
In jeder der zehn mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilot-
versuch sowie der neun gleichermaßen behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-
BAC-Mäuse im Hauptversuch wurden zahlreiche Lungentumoren sowohl mit nicht-
kleinzelliger, als auch mit kleinzelliger Differenzierung detektiert. Die drei zusätzlich mit 
AMD3100 behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse wiesen ebenso 
eine Vielzahl an Lungentumoren beider Entitäten auf. In einer von zwölf Cxcr4-eGFP-
BAC-Mäusen, die lediglich eine Behandlung mit LPS erhielten, konnte ebenfalls ein 
kleinzelliges Bronchialkarzinom nachgewiesen werden. Dies bildet einen Unterschied 
zu den von Keohavong et al. beschriebenen Ergebnissen, bei denen die 15 Mäuse der 
Behandlungsgruppe mit LPS vollständig tumorfrei erschienen. Unabhängig von der Art 
des angewandten Behandlungsschemas und der transgenen Mauslinie zeigten alle 
Mäuse, die eine LPS-Applikation erhalten hatten, eine perivaskuläre und peribron-
chiale Infiltration des Lungengewebes mit Entzündungszellen. In den zwei Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäusen und den vier Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen der 
Kontrollgruppen ohne entsprechende Behandlung waren weder eine Lungentumor-
bildung, noch eine perivaskuläre oder peribronchiale Entzündungszellinfiltration fest-
zustellen. Eine spontane Lungentumorbildung ohne chemische Induktion konnte somit 
in beiden transgenen Mauslinien erfolgreich ausgeschlossen werden. 
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Bronchialepithelzellen und andere Oberflächenepithelzellen sowie Zellen des ange-
borenen Immunsystems, wie Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten, 
reagieren auf LPS nach dessen Erkennung und Bindung durch Pattern-Recognition-
Rezeptoren (Molteni et al. 2016). Infolge dieser Aktivierung erfolgt die Freisetzung von 
proinflammatorischen Zytokinen, unter anderem Tumornekrosefaktor-α, Interleukin-1, 
Interleukin-6 und Interleukin-8, die ihrerseits die Aktivierung und die Migration weiterer 
Alveolarmakrophagen und neutrophiler Granulozyten sowie Zellen der adaptiven 
Immunabwehr bedingen (Engels 2008, Keohavong et al. 2011, Khair et al. 1996). Die 
in den mit LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen und Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen festgestellte Infiltration des Lungengewebes mit Entzün-
dungszellen ist daher als direkter Ausdruck der LPS-vermittelten Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems zu verstehen. Weiterhin werden reaktive Sauerstoffver-
bindungen und Stickstoffverbindungen sowie proteolytische Enzyme freigesetzt, die 
mit einer akuten und chronischen Schädigung des Lungengewebes, der DNA-
Reparaturenzyme und der DNA selbst zu einer Entstehung von Mutationen und 
Tumoren führen können (Keohavong et al. 2011, Khair et al. 1996). Eine Entzündungs-
induzierte Schädigung kann somit als Initiator und als Promotor bei der Tumor-
entstehung dienen (Engels 2008). Infolgedessen besteht die Möglichkeit einer LPS-
induzierten Lungentumorbildung auf der Basis einer chronischen Entzündungs-
reaktion, wie sie in einer von zwölf lediglich mit LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäusen durch den Nachweis eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms gezeigt wurde.  
 
Das tabakspezifische, vom Nikotin abgeleitete Nitrosamin-Keton NNK wird als das am 
potentesten wirkende Karzinogen des Tabakrauchs angesehen. Die metabolische 
Umsetzung von NNK führt zur Entstehung elektrophiler Verbindungen, die zur 
Reaktion mit nukleophilen Bestandteilen der DNA fähig sind (Hecht et al. 2016). Die 
Entstehung von Lungentumoren ist dabei Ausdruck einer direkten Wechselwirkung mit 
der DNA unter Ausbildung von DNA-Addukten und der durch die Alkylierung von DNA-
Basen vermittelten Entstehung von Basenfehlpaarungen und Mutationen (Akopyan 
und Bonavida 2006, Hecht et al. 2016). Zigarettenrauch und dessen Bestandteile, wie 
unter anderem auch LPS, können ihrerseits außer einer karzinogenen Wirkung ebenso 
eine Entzündungsreaktion bedingen (Engels 2008, Hasday et al. 1999). Neben der 
Entstehung von nichtkleinzelligen Lungentumoren wird dem chemisch induzierten tier-
experimentellen Modell mit NNK und LPS auch die Bildung von Lungentumoren mit 
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kleinzelliger Differenzierung zugesprochen (Gazdar et al. 2015). Durch die Entwick-
lung von Lungentumoren beider Entitäten in allen mit NNK und LPS behandelten 
Versuchstieren beider transgenen Mauslinien, erweist sich das von Keohavong et al. 
beschriebene Modell einer chemischen Tumorinduktion als zuverlässiges murines 
Lungentumor-Modell. 
 
Als Nebenzielgröße wurden in der vorliegenden Arbeit die Tiergewichte der Behand-
lungstiere und der Kontrolltiere der Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie beziehungsweise der 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie während des 17-wöchigen bezie-
hungsweise 19-wöchigen Untersuchungszeitraums erfasst. Sowohl im Pilotversuch 
als auch im Hauptversuch konnte bei den mit NNK und LPS behandelten Tieren eine 
deutlich erkennbare Reduktion des Tiergewichts innerhalb der ersten fünf Behand-
lungswochen festgestellt werden. Weiterhin war in keiner der lediglich mit LPS behan-
delten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch oder der Kontrolltiere beider trans-
genen Mauslinien ohne entsprechende Behandlung mit NNK und LPS eine derartige 
Reduktion der Tiergewichte nachzuweisen. Nach Abschluss der NNK-Behandlung 
wurde nach einwöchiger Latenz ein stetiger Gewichtsanstieg der Behandlungstiere mit 
NNK und LPS mit Annäherung an das Gewichtsniveau der Kontrolltiere verzeichnet. 
Bei der Reduktion der Tiergewichte besteht somit am ehesten eine direkte Abhängig-
keit zur Gabe von NNK, die innerhalb der ersten vier Wochen des Untersuchungs-
zeitraums jeweils zweimal an zwei Tagen der Woche erfolgte. Der mutmaßlich NNK-
induzierte Effekt der Gewichtsreduktion ist demnach weder Ausdruck einer Lungen-
tumorbildung, noch einer Tumorkachexie eines Terminalstadiums.  
Ein NNK-induzierter Gewichtsverlust wurde von der Arbeitsgruppe Dahl et al. be-
schrieben, die eine Abhängigkeit zwischen der Gewichtsreduktion und der Dosis des 
intrapulmonal instillierten NNK feststellten und die Gewichtsabnahme auf die toxischen 
Effekte dieses Nitrosamins zurückführten (Dahl et al. 2000, Hecht 1998). Eine ähnliche 
Nitrosamin-abhängige Tiergewichtsreduktion konnte durch Il’nitskaya et al. bereits 
nach einmaliger intraperitonealer Injektion von Diethylnitrosamin gezeigt werden 
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6.2   Charakterisierung der Lungentumoren 
6.2.1   Expression des CXCR4 
Der Nachweis des Chemokinrezeptors CXCR4 in den Lungengeweben der Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäuse des Pilotversuchs und der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse des Hauptversuchs wurde mithilfe der immunhistochemischen Färbung an 
Paraffinschnitten und Free-Floating-Schnitten jeweils unter Verwendung des phospho-
sensitiven Anti-CXCR4-Antikörpers UMB-2 erbracht. Im Pilotversuch erfolgten zusätz-
lich die fluoreszenzmikroskopische Darstellung des CXCR4 unter Verwendung des 
unabhängig von der Rezeptorphosphorylierung bindenden Anti-CXCR4-Antikörpers 
2B11 und die Detektion der Cxcr4-mRNA mithilfe der In-situ-Hybridisierung.  
Der Anti-CXCR4-Antikörper UMB-2 ist gegen den unphosphorylierten C-Terminus des 
CXCR4 gerichtet und detektiert folglich lediglich nicht phosphorylierte CXCR4. Eine 
CXCL12/SDF-1-vermittelte Phosphorylierung des C-terminalen Endes des CXCR4 
verhindert somit die Bindung von UMB-2. Nach der Behandlung mit LPP, die eine 
Dephosphorylierung phosphorylierter CXCR4 bewirkt, lassen sich dagegen sowohl 
unphosphorylierte als auch ehemals phosphorylierte CXCR4 nachweisen. Der unab-
hängig von der C-terminalen Rezeptorphosphorylierung am N-Terminus des CXCR4 
bindende Anti-CXCR4-Antikörper 2B11 erwies sich im Pilotversuch im Vergleich zum 
UMB-2 als unspezifisch und wurde daraufhin im Hauptversuch nicht eingesetzt. 
 
Im tumorfreien Normalgewebe der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch waren 
solitäre CXCR4-exprimierende Zellen mit zytoplasmatischer und membranständiger 
Anfärbung im Bereich des Bronchialepithels und der Alveolarsepten feststellbar, wobei 
es sich am ehesten um CXCR4-exprimierende Monozyten, Makrophagen und neutro-
phile Granulozyten handelt. Fluoreszenzmikroskopisch konnte das Vorhandensein 
dieser Immunzellpopulationen durch den Nachweis der Expression entsprechender 
Immunzellmarker bestätigt und deren CXCR4-Expression durch das Aufzeigen einer 
Koexpression von CD11b, CD68 und Gr-1 mit eGFP, das in dieser transgenen Maus-
linie unter Kontrolle des murinen Cxcr4-Promotors exprimiert wird, indirekt bewiesen 
werden. Mithilfe der In-situ-Hybridisierung gelang gleichermaßen die Detektion einer 
grobgranulären Cxcr4-mRNA-Expression solitärer, im Normalgewebe verteilter Zellen. 
In den nichtkleinzelligen Lungentumoren der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse waren CXCR4-
exprimierende Zellen unter Betonung peripherer Tumorbereiche und in unmittelbarer 
Nähe zu intratumoral gelegenen Gefäßen nachweisbar. Ebenso wie im tumorfreien 
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Normalgewebe können diese Positivitäten unter anderem auf intratumoral gelegene 
Immunzellen mit physiologischer CXCR4-Expression, wie Monozyten, Makrophagen 
und neutrophile Granulozyten, zurückgeführt werden. Die fluoreszenzmikroskopischen 
Ergebnisse der CD11b-, CD68- und Gr-1-Expression bestätigten das intratumorale 
Vorhandensein dieser Immunzellpopulationen unter Aufzeigen einer Koexpression mit 
eGFP. Darüber hinaus wurde eine immunhistochemisch erkennbare, nahezu vollstän-
dige Kongruenz der Expressionsmuster des CXCR4 und des CD34 unter Abzeichnung 
vor allem peripher gelegener kapillärer Gefäßverläufe in den Geweben der nichtklein-
zelligen Lungentumoren erfasst. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse ist in der Cxcr4-
eGFP-BAC-Mauslinie die CXCR4-Expression dieser Tumorentität nahezu vollständig 
mit dem intratumoralen Vorhandensein CXCR4-exprimierender Immunzellen und 
Endothelzellen zu erklären und somit kein Ausdruck einer CXCR4-Expression durch 
nichtkleinzellige Tumorzellen. In den Lungentumoren mit kleinzelliger Differenzierung 
erschienen lichtmikroskopisch und fluoreszenzmikroskopisch CXCR4-positive Zellen 
mit zytoplasmatischer und membranständiger Anfärbung und inhomogener Verteilung 
im Tumorgewebe, die im Unterschied zu den nichtkleinzelligen Lungentumoren nicht 
mit dem Vorhandensein intratumoral gelegener Immunzellen und Endothelzellen zu 
begründen ist. Mithilfe der In-situ-Hybridisierung konnte in den Tumorgeweben 
kleinzelliger Bronchialkarzinome außerdem eine feingranuläre Silberakkumulation in 
einer höheren Konzentration als im umliegenden Normalgewebe festgestellt und somit 
eine intratumorale Cxcr4-mRNA-Expression bestätigt werden, weshalb die CXCR4-
Expression im Gewebe der kleinzelligen Lungentumoren als Ausdruck einer tumoralen 
Expression zu werten ist. In den nichtkleinzelligen und den kleinzelligen Lungen-
tumoren konnte gleichermaßen eine Verstärkung des CXCR4-Immunsignals nach der 
Behandlung mit LPP erreicht werden.  
 
Die Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch zeigten analog zu 
den Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen des Pilotversuchs im tumorfreien Normalgewebe 
solitäre CXCR4-positive Zellen im Bereich des Bronchialepithels und der Alveolar-
septen, wobei keine Abhängigkeit von der Behandlung mit NNK und LPS beziehungs-
weise NNK, LPS und AMD3100 festzustellen war. Diese Positivitäten stellen am 
ehesten CXCR4-exprimierende Immunzellen dar. Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie 
gelang im Normalgewebe der Nachweis entsprechender Immunzellmarker sowie die 
Bestätigung einer Koexpression von CD11b, CD68 und Gr-1 mit eGFP, dessen 
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Expression in dieser transgenen Mauslinie ebenfalls unter Kontrolle des murinen 
Cxcr4-Promotors steht. In den nichtkleinzelligen Lungentumoren der Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse wurden vor allem in peripheren Tumorbereichen 
CXCR4-Positiviäten nachgewiesen, die auf das intratumorale Vorhandensein von 
Immunzellen und Gefäßendothelzellen zurückzuführen sind. Analog zu den Ergeb-
nissen des Pilotversuchs konnten intratumoral sowohl die immunhistochemische 
Kongruenz der Expression von CXCR4 und CD34 als auch die fluoreszenzmikros-
kopische Darstellung entsprechender Immunzellmarker mit einer eGFP-Koexpression 
bestätigt werden. In den Lungentumoren mit kleinzelliger Differenzierung wurden 
mehrheitlich CXCR4-exprimierende Zellen detektiert, die kleinzellige Tumorzellen dar-
zustellen scheinen, da in dieser Entität kein Nachweis von Immunzellen oder Endo-
thelzellen erbracht werden konnte. Das Ausmaß der CXCR4-Expression erwies sich 
in beiden Tumorentitäten als unabhängig vom angewandten Behandlungsschema, 
das jedoch einen Einfluss auf die Rezeptorlokalisation des CXCR4 zeigte. In der 
Behandlungsgruppe mit NNK und LPS war eine zytoplasmatische Anfärbung des 
CXCR4 feststellbar, die in kleinzelligen Tumorzellen sogar mit deutlich abgrenzbaren 
zytoplasmatischen Granula erschien. Der intrazelluläre Nachweis des CXCR4 ist mit 
einer physiologisch erhöhten CXCL12/SDF-1-Expression durch Bildung eines 
Cxcl12RFP-Fusionsproteins unter Kontrolle des murinen Cxcl12-Promotors in der 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie und mit der CXCL12/SDF-1-vermit-
telten Rezeptorinternalisierung zu erklären. Die Bindung des CXCL12/SDF-1 an den 
CXCR4 bedingt die C-terminale Phosphorylierung sowie die Internalisierung des 
CXCR4, was mit einer Reduktion der membranständigen Rezeptorexpression 
einhergeht (Hatse et al. 2002, Neel et al. 2005). Mit dem phosphosensitiven Anti-
CXCR4-Antikörper UMB-2 gelang nach der LPP-Behandlung, die zu einer Dephos-
phorylierung phosphorylierter CXCR4 führt, ein deutlicher Anstieg des Immunsignals. 
In der Behandlungsgruppe mit NNK, LPS und AMD3100 konnte lichtmikroskopisch 
und fluoreszenzmikroskopisch eine membranständige Anfärbung des CXCR4 auf-
gezeigt werden. Die Wechselwirkung des nicht-peptidischen CXCR4-Antagonisten 
AMD3100 mit extrazellulären Anteilen des CXCR4 verhindert die Bindung des 
CXCL12/SDF-1 sowie die CXCL12/SDF-1-vermittelte C-terminale Phosphorylierung 
und Internalisierung des CXCR4. Das Ausmaß der CXCR4-Expression zeigte keinen 
Unterschied in Abhängigkeit von der LPP-Behandlung, wodurch die vollständige 
Antagonisierung des CXCR4 durch AMD3100 bewiesen werden konnte. 
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6.2.2   Expression von eGFP 
Die Darstellung der eGFP-Expression in den Lungengeweben der Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse und der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse erfolgte mithilfe der 
Immunhistochemie an Paraffinschnitten und Free-Floating-Schnitten sowie über die 
natürliche Autofluoreszenz, die aufgrund der Expression eines eGFP-Reportergens 
unter Kontrolle des murinen Cxcr4-Promotors in beiden transgenen Mauslinien ent-
stand. Im tumorfreien Normalgewebe waren im Pilotversuch und im Hauptversuch 
gleichermaßen eGFP-positive Zellen im Bereich des Interstitiums und des Bronchial-
epithels feststellbar. Wie durch die Expression ausgewählter Immunzellmarker 
bewiesen werden konnte, stellen diese Positivitäten am ehesten CXCR4-exprimie-
rende neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen dar. In nichtklein-
zelligen Lungentumoren erschienen unabhängig von der Tumorgröße, der transgenen 
Mauslinie und vom Behandlungsschema, insbesondere in peripheren Tumorarealen, 
eGFP-positive Zellen, die unter fluoreszenzmikroskopisch aufgezeigter Koexpression 
mit CD11b, CD68 und Gr-1 das Vorhandensein intratumoral gelegener CXCR4-
exprimierender Immunzellen bestätigt. In den kleinzelligen Lungentumoren wurden 
eGFP-exprimierende Zellen im gesamten Tumorgewebe mit direkter Abhängigkeit zur 
Tumorgröße nachgewiesen. Da eine Koexpression mit entsprechenden Immunzell-
markern fluoreszenzmikroskopisch nicht nachweisbar war, ist im Gegensatz zu den 
nichtkleinzelligen Lungentumoren von einer tumoralen eGFP-Expression und damit 
einer CXCR4-Expression auszugehen. Die erwartungsgemäße Ähnlichkeit der 
Expressionsmuster des eGFP und des CXCR4 konnte im tumorfreien Normalgewebe 
und in den Geweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren bewiesen 
werden, wobei eine höhere Konzentration des eGFP in beiden transgenen Mauslinien 
deutlich wurde. Aufgrund einer Halbwertszeit von über 24 Stunden resultiert eine 
intrazelluläre Akkumulation des eGFP (Jung et al. 2000, Leveau und Lindow 2001). 
Die Halbwertszeit der Cxcr4-mRNA wird dagegen zwischen einer und zwei Stunden 
angegeben, weshalb der CXCR4 einem schnelleren Abbau unterliegt, was wahr-
scheinlich dazu geführt hat, dass das CXCR4-Immunsignal im Vergleich zu dem des 
eGFP niedriger war (Nagase et al. 2002, Petruzziello-Pellegrini et al. 2012). 
 
6.2.3   Expression von CXCL12/SDF-1 
Das Chemokin CXCL12/SDF-1 gilt als einziger bekannter endogener Ligand des 
CXCR4 und bewirkt die gerichtete Migration CXCR4-positiver Monozyten und 
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Makrophagen entlang des Konzentrationsgradienten zur höchsten Konzentration des 
CXCL12/SDF-1 (Coulomb-L'Hermin et al. 1999). Im Lungengewebe erfolgt die Expres-
sion vor allem durch Alveolarepithelzellen und Bronchialepithelzellen. 
In den Lungengeweben der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse und der Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse wurde die Expression des CXCL12/SDF-1 an Paraffin-
schnitten und an Free-Floating-Schnitten untersucht. Im Normalgewebe zeigten 
insbesondere Bronchialepithelzellen mit bekannter CXCL12/SDF-1-Expression eine 
deutliche Anfärbung, die gleichermaßen sowohl lichtmikroskopisch als auch fluores-
zenzmikroskopisch detektiert wurde. Nichtkleinzellige Lungentumoren wiesen immun-
histochemisch unabhängig von deren Größe und vom Behandlungsschema eine 
erkennbare CXCL12/SDF-1-Expression in Tumorarealen mit einer geringen CXCR4-
Expression auf, wohingegen ein Nachweis des CXCL12/SDF-1 in tumoralen Be-
reichen mit deutlicher CXCR4-Expression fast nicht möglich war. Fluoreszenz-
mikroskopisch gelang die Detektion vereinzelter intratumoraler Positivitäten. In 
kleinzelligen Lungentumoren waren ohne Abhängigkeit von deren Tumorgröße oder 
vom Behandlungsschema mehrheitlich keine, allenfalls vereinzelte CXCL12/SDF-1-
Positivitäten feststellbar. Trotz der Expression eines Cxcl12RFP-Fusionsproteins unter 
Kontrolle des murinen Cxcl12-Promotors in der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mauslinie im Hauptversuch konnte in den Lungengeweben dieser Versuchstiere im 
Vergleich zu den Lungengeweben der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse des Pilotversuchs 
keine erhöhte CXCL12/SDF-1-Konzentration nachgewiesen werden. Mithilfe der In-
situ-Hybridisierung gelang hingegen der Nachweis der Isoformen-übergreifenden 
Cxcl12/SDF-1-mRNA im Bereich kleinzelliger Lungentumoren. Eine im Vergleich zum 
umliegenden Normalgewebe höhere mRNA-Konzentration der CXCL12/SDF-1-Iso-
formen SDF-1	, SDF-1
 und SDF-1 konnte nicht nachgewiesen werden. 
Das inverse Expressionsmuster des CXCL12/SDF-1 und des CXCR4 entsteht am 
ehesten aufgrund der Epitopstruktur des Anti-CXCL12/SDF-1-Antikörpers mit der 
Klonbezeichnung 79018, der den Bereich zwischen dem N-terminalen Lysin 22 und 
dem Lysin 89 am C-terminalen Ende bindet. Der N-terminale Bereich des CXCL12/ 
SDF-1 ist unter Einbeziehung des Lysins 22 an der elektrostatischen Interaktion mit 
dem N-Terminus des CXCR4 beteiligt (Xu et al. 2013). Eine Wechselwirkung zwischen 
dem CXCL12/SDF-1 und dem CXCR4 unter anderem in CXCR4-positiven Tumor-
arealen bewirkt daher wohl eine verminderte Bindungsfähigkeit dieses Anti-CXCL12/ 
SDF-1-Antikörpers einhergehend mit einer fehlenden CXCL12/SDF-1-Darstellung. 
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6.2.4   Expression ausgewählter Immunzellmarker 
Die Untersuchung der Expression ausgewählter Immunzellmarker zur weiteren 
Charakterisierung der CXCR4-positiven Zellen im Normalgewebe und in den Tumor-
geweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren diente insbesondere der 
Unterscheidung CXCR4-exprimierender Tumorzellen von intratumoral gelegenen, 
CXCR4-exprimierenden Immunzellen. Die Darstellung der Expression von CD11b, 
CD31, CD68 und Gr-1 erfolgte im Pilotversuch und im Hauptversuch ausschließlich 
fluoreszenzmikroskopisch an Free-Floating-Schnitten. 
 
Als Bestandteil des heterodimeren Proteinkomplexes Mac-1 (englisch: Macrophage-
1-antigen) ist CD11b gemeinsam mit CD18 an der Phagozytose, der Zell-Zell-Inter-
aktion, der Zelladhäsion, der transendothelialen Migration und der Extravasation von 
Immunzellen beteiligt (Christensen et al. 2001, Tan et al. 2000). Monozyten, neutro-
phile Granulozyten, peritoneale B-Zell-Populationen, CD8-positive dendritische Zellen, 
NK-Zellen und CD8-positive T-Zell-Populationen weisen physiologischerweise eine 
CD11b-Expression auf (Christensen et al. 2001, McFarland et al. 1992). Durch die 
LPS-vermittelte Aktivierung von Immunzellen ist die Expression von CD11b auf Mono-
zyten und neutrophilen Granulozyten nachweislich induzierbar (Gomes et al. 2010). 
Die Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse und die Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse 
zeigten im gesunden, tumorfreien Lungengewebe im Bereich der Bronchien, der 
Bronchiolen, der Alveolarsepten und des Bronchialepithels CD11b-exprimierende 
Immunzellen unter Bestätigung einer deutlichen Koexpression von CD11b mit eGFP. 
Die Koexpression mit eGFP unter Kontrolle des murinen Cxcr4-Promotors beweist 
somit indirekt das Vorhandensein einer CXCR4-Expression dieser Immunzellen, wobei 
eine Unterscheidung einzelner Subpopulationen auf der Grundlage der Expression 
von CD11b nicht möglich ist. In den Lungengeweben der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch konnten, verglichen mit den Gewebeschnitten der 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch, mehr CD11b-Positivitäten festgestellt 
werden. Nichtkleinzellige und kleinzellige Lungentumoren wiesen intratumoral unab-
hängig vom Behandlungsschema und von deren Größe gleichermaßen lediglich 
vereinzelte, mitunter in Gruppen zusammenliegende CD11b-positive Zellen auf, die 
am ehesten intratumoral gelegenen Immunzellen entsprechen. Diese CD11b-ex-
primierenden Zellen zeigten eine eGFP-Koexpression, die indirekt das intratumorale 
Vorhandensein von Immunzellen mit physiologischer CXCR4-Expression bestätigt. 
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Das transmembranäre Glykoprotein CD31, das auch als PECAM-1 (englisch: Platelet 
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) bezeichnet wird, ist ein histopathologischer 
Marker für Endothelzellen. Auf endothelialen Zellen konnte von der Arbeitsgruppe um 
Müller et al. eine starke homogene Expression von CD31 nachgewiesen werden, die 
im Unterschied zur CD34-Expression keiner Gefäßspezifität unterliegt und an der 
interzellulären Verbindung zwischen Endothelzellen beteiligt ist (Müller et al. 2002b). 
Neben endothelialen Zellen bilden unter anderem auch zirkulierende Thrombozyten, 
Monozyten, neutrophile Granulozyten und bestimmte T-Zell-Populationen CD31 
(McKenney et al. 2001, Müller et al. 2002b). Die funktionelle Bedeutung des CD31 
beruht auf dessen Beteiligung an der endothelialen Zell-Zell-Verbindung und der 
Angiogenese sowie an der Entzündungs-vermittelten Adhäsion und Migration von 
Leukozyten (McKenney et al. 2001). 
In den tumorfreien Normalgeweben der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse sowie der Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse konnten CD31-Positivitäten unter deutlicher 
Abzeichnung von Bronchien, Bronchiolen und Alveolarsepten dargestellt werden. Die 
Lungengewebe der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch 
wiesen dabei eine deutlich höhere Konzentration CD31-exprimierender Zellen auf, was 
durch die erhöhte CXCL12/SDF-1-Expression mit CXCL12/SDF-1-vermittelter ziel-
gerichteter Migration CXCR4-exprimierender Immunzellen in dieser transgenen Maus-
linie begründet werden kann. Neben einer endothelialen CD31-Expression von in den 
Alveolarsepten liegenden Kapillaren und von im subepithelialen Bindegewebe von 
Bronchien und Bronchiolen gelegenen Blutgefäßen ist dies also auch auf die LPS-
induzierte und CXCL12/SDF-1-vermittelte Entzündungszellinfiltration des Lungenge-
webes mit CD31-exprimierenden Immunzellen zurückzuführen. Eine Unterscheidung 
von CD31-positiven Endothelzellen und Immunzellen ist dabei aber ausschließlich 
morphologisch möglich. Die Arbeitsgruppe Pusztaszeri et al. erbrachte den Nachweis 
einer CD31-Expression von Alveolarkapillaren und von Alveolarmakrophagen in 
immunhistochemisch gefärbten humanen Lungengewebsschnitten (Pusztaszeri et al. 
2006). In den Geweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren waren in 
der vorliegenden Arbeit unabhängig vom Behandlungsschema und von deren Größe 
allenfalls vereinzelt CD31-positive Zellen nachweisbar. In nichtkleinzelligen Bronchial-
karzinomen konnten intratumorale, deutlich CD31-positive Gefäßanschnitte dargestellt 
werden. Vereinzelte solitäre Positivitäten innerhalb der Tumorgewebe sind am ehesten 
auf die CD31-Expression von Immunzellen zurückzuführen (McKenney et al. 2001). 
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Das murine transmembranäre Glykoprotein CD68, das ebenfalls unter der Bezeich-
nung Macrosialin bekannt ist, hat sich als histopathologischer und selektiver Marker in 
der immunhistochemischen Darstellung von Monozyten und Makrophagen bewährt. 
Neben Monozyten und Makrophagen zeigen auch andere Zelllinien des retikulo-
histiozytären Systems, wie unter anderem Zellen der Mikroglia, dendritische Zellen und 
Osteoklasten, eine CD68-Expression mit einem zellspezifischen Expressionsmuster 
(Chistiakov et al. 2017, Gottfried et al. 2008). Der Nachweis kann bei Makrophagen 
nicht nur auf der Zelloberfläche, sondern hauptsächlich intrazellulär im Endosomen- 
und Lysosomen-Kompartiment erbracht werden, wobei intrazellulär gelegene und auf 
der Außenmembran exprimierte CD68-Glykoproteine einem ständigen Austausch 
unterliegen (Chistiakov et al. 2017). Funktionell ist CD68 an der Bindung und Inter-
nalisierung von oxidiertem LDL (englisch: Low Density Lipoprotein) sowie höchstwahr-
scheinlich an der Antigenprozessierung beteiligt (Chistiakov et al. 2017, Kurushima et 
al. 2000). 
Die Ausprägung der CD68-Expression in den tumorfreien Normalgeweben erwies sich 
in Abhängigkeit von der transgenen Mauslinie als auffallend verschieden. Im Lungen-
gewebe der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch konnten CD68-positive Zellen 
vor allem im Bereich des Bronchialepithels festgestellt werden, wohingegen in den 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen im Hauptversuch zahlreiche CD68-
Positivitäten unter Abzeichnung der Alveolarsepten, der Bronchialepithelien und der 
tumornahen Normalgewebsbereiche nachgewiesen wurden. Hierdurch bestätigte sich 
das Vorhandensein CD68-positiver Monozyten und Makrophagen in den Lungen-
geweben beider transgenen Mauslinien. Im Normalgewebe der Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse, die physiologischerweise eine erhöhte Expression des 
CXCL12/SDF-1 aufweisen, wurde darüber hinaus der Nachweis einer massiven, LPS-
induzierten und CXCL12/SDF-1-vermittelten Infiltration mit CD68-exprimierenden 
Monozyten und Makrophagen erbracht. In den nichtkleinzelligen und kleinzelligen 
Lungentumoren gelang insbesondere in peripheren, dem Normalgewebe anliegenden 
Tumorbereichen gleichermaßen die Darstellung einer intratumoralen CD68-Expres-
sion unabhängig von der Tumorgröße, der transgenen Mauslinie und dem ange-
wandten Behandlungsschema. Neben einer nachweislichen Infiltration der Tumor-
gewebe mit CD68-positiven Monozyten und Makrophagen war mitunter eine Koex-
pression mit eGFP feststellbar, die indirekt eine CXCR4-Expression dieser CD68-
exprimierenden Zellen bestätigt. 
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Der monoklonale Anti-Gr-1-Antikörper 1A8-Ly6G ist gegen das Glykoprotein Ly6G des 
Oberflächenproteins Gr-1 (englisch: Granulocyte-differentiation antigen-1) gerichtet, 
das epitope Strukturen der Glykoproteine Ly6C und Ly6G der Ly6-Superfamilie 
(englisch: Lymphocyte antigen 6) enthält (Lee et al. 2013). Als Oberflächenmarker zur 
Unterscheidung verschiedener Leukozytenpopulationen wird Gr-1 von neutrophilen 
Granulozyten und vorübergehend von Monozyten während deren Differenzierung im 
Knochenmark exprimiert (Serafini et al. 2004). Ly6G stellt einen selektiven Marker für 
murine neutrophile Granulozyten dar, weshalb der Antikörper 1A8-Ly6G dem 
selektiven Nachweis neutrophiler Granulozyten dient und negativ gegenüber Mono-
zyten und Makrophagen reagiert. Im Mausmodell konnte eine 1A8-Ly6G-vermittelte 
selektive Depletion muriner neutrophiler Granulozyten erreicht werden (Daley et al. 
2008). Die Funktion des Glykoproteins Ly6G ist noch nicht vollständig verstanden, es 
scheint aber an der Migration neutrophiler Granulozyten mitzuwirken (Lee et al. 2013). 
Im tumorfreien Normalgewebe der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch und der 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch erschienen gleicher-
maßen Gr-1-positive Zellen, die im Gegensatz zu der Expression von CD11b und 
CD68 keine bevorzugte Lokalisation im Bereich des Bronchialepithels aufwiesen. Trotz 
der physiologischerweise erhöhten Expression des CXCL12/SDF-1 in der Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie, einhergehend mit der CXCL12/SDF-1-ver-
mittelten Migration CXCR4-exprimierender Immunzellen, konnte im Unterschied zur 
Expression von CD11b, CD31 und CD68 keine erhöhte Anzahl Gr-1-exprimierender 
Immunzellen in den Lungengeweben der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse nachgewiesen werden. Dadurch wurde im Lungengewebe unabhängig von der 
transgenen Mauslinie das Vorhandensein neutrophiler Granulozyten mit physio-
logischer Gr-1-Expression bewiesen, bei denen darüber hinaus indirekt unter 
Aufzeigen einer deutlichen eGFP-Koexpression eine CXCR4-Expression bestätigt 
werden konnte. In den Geweben nichtkleinzelliger und kleinzelliger Lungentumoren 
wurden ebenso Gr-1-positive Zellen mit auffallender eGFP-Koexpression festgestellt, 
ohne dass hierbei ein charakteristisches Expressionsmuster oder eine Abhängigkeit 
von der transgenen Mauslinie oder dem Behandlungsschema nachweisbar waren. Die 
vergleichsweise höhere Anzahl an Gr-1-Positivitäten in nichtkleinzelligen Lungen-
tumoren ist am ehesten mit deren größeren Tumorausdehnung zu erklären. Die intra-
tumorale Lage neutrophiler Granulozyten mit physiologischer Expression des Gr-1 und 
des CXCR4 konnte somit bewiesen werden. 
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6.2.5   Expression von CD34 
Das transmembranäre Glykoprotein CD34 stellt in der Histopathologie einen diagnos-
tischen Marker für endotheliale Zellen dar. Es wird luminal von makrovaskulären und 
mikrovaskulären Endothelzellen exprimiert. Die höchste CD34-Expression lässt sich 
auf der Oberfläche kapillärer Endothelzellen und insbesondere auf neugeformten 
Gefäßsprossen, gefolgt von Arterien, Venen, Arteriolen und Venolen, nachweisen 
(Müller et al. 2002a, Müller et al. 2002b). In Zellkulturen konnte außerdem eine endo-
theliale Expression von CXCR4 aufgezeigt werden, was eine Koexpression von CD34 
und CXCR4 vermuten lässt (Salcedo et al. 1999). Neben einer gefäßspezifischen 
Expression erweisen sich auch hämatopoetische Stammzellen, deren Vorläuferzellen, 
embryonale Fibroblasten und Fibroblasten des Knochenmarks als CD34-positiv. Der 
CD34-Expression durch Blutgefäßendothelien wird aufgrund der Beteiligung an der 
Leukozytenadhäsion eine besondere Bedeutung zugemessen (Lin et al. 1995).  
 
Die Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch sowie die Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-
eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch zeigten im tumorfreien Normalgewebe gleicher-
maßen endotheliale CD34-Positivitäten in Anschnitten pulmonaler Kapillaren, vor 
allem in der Nähe von Bronchien, Bronchiolen und Alveolarsepten und in unmittelbarer 
Tumorumgebung. Dies wurde durch die immunhistochemische Färbung an Paraffin-
schnitten und an Free-Floating-Schnitten bewiesen. In den Geweben nichtkleinzelliger 
Lungentumoren ergab sich eine endotheliale Expression von CD34 unter Abzeichnung 
überwiegend peripher, aber auch zentral im Tumor gelegener kapillärer Gefäßverläufe, 
die insbesondere fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden konnten. Die bei der 
immunhistochemischen Färbung sowohl im Pilotversuch als auch im Hauptversuch 
aufgezeigte Kongruenz dieser intratumoralen CD34-Expression mit der CXCR4-
Expression nichtkleinzelliger Lungentumoren beweist das Vorhandensein einer Koex-
pression von CD34 und CXCR4 durch intratumorale Gefäßendothelzellen. In den 
kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnte in beiden transgenen Mauslinien sowohl in 
der lichtmikroskopischen als auch in der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung kein 
Nachweis einer intratumoralen CD34-Expression erbracht werden. Im Unterschied zu 
den nichtkleinzelligen Lungentumoren scheinen kleinzellige Bronchialkarzinome in 
diesem frühen Tumorstadium und bei einer vergleichsweise geringeren Tumorgröße 
keine intratumorale Vaskularisation aufzuweisen. In unmittelbarer Tumorumgebung 
gelegene Blutgefäße zeigten allerdings in jedem Fall eine deutliche CD34-Expression.  
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6.2.6   Expression von Chromogranin A 
Als einer der Hauptvertreter der so genannten Granin-Familie gilt das Polypeptid 
Chromogranin A als bedeutender Tumormarker in der Diagnostik neuroendokriner 
Tumoren. Nach der Synthese im rauen endoplasmatischen Retikulum erfolgt 
typischerweise die Speicherung als Prohormon in den Sekretgranula neuroendokriner 
(Tumor-)Zellen. Dies ermöglicht die Identifizierung spezifischer Tumoren mit sekre-
torischen Eigenschaften anhand des Nachweises von Chromogranin A und darüber 
hinaus auch die Beurteilung der Malignität und des Metastasierungspotentials 
(Bartolomucci et al. 2011). Insbesondere beim kleinzelligen Bronchialkarzinom gelingt 
mehrheitlich ein Nachweis neuroendokriner Tumormarker. Ein negativer Befund findet 
sich hierbei lediglich in unter 10 % der Fälle (Travis et al. 2004). Auch im Vergleich zu 
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen lassen sich in kleinzelligen Bronchialkarzi-
nomen höhere Level an Chromogranin A aufzeigen. Im gesunden Lungengewebe wird 
Chromogranin A insbesondere von pulmonalen neuroendokrinen Zellen des diffusen 
neuroendokrinen Systems exprimiert, von denen das kleinzellige Bronchialkarzinom 
auszugehen scheint (Modlin et al. 2010, Sayeg et al. 2014). 
 
Die Untersuchung der Expression von Chromogranin A in den Lungengeweben der 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse sowie der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse 
erfolgte ausschließlich an Paraffinschnitten. In den tumorfreien Normalgeweben waren 
lediglich vereinzelt Chromogranin A-exprimierende Zellen mit starker zytoplasma-
tischer Anfärbung nachweisbar, die am ehesten pulmonale neuroendokrine Zellen 
darstellen. Die mäßige Anfärbung der Bronchialepithelien ist als unspezifische Hinter-
grundfärbung im Sinne einer Überfärbung zu werten. Lungentumoren mit nichtklein-
zelliger Differenzierung zeigten vereinzelt Chromogranin A-Positivitäten mit starker 
zytoplasmatischer Anfärbung und bevorzugter Lokalisation in peripheren Tumor-
arealen. Dies bestätigt möglicherweise das intratumorale Vorhandensein von pulmo-
nalen neuroendokrinen Zellen oder von Tumorarealen mit kleinzelliger Differenzierung. 
Die mäßige Anfärbung peripherer Tumorbereiche ist wiederum als unspezifische 
Hintergrundfärbung zu werten. Die höchste Konzentration an Chromogranin A-
exprimierenden Zellen mit deutlicher zytoplasmatischer Anfärbung konnte erwar-
tungsgemäß in kleinzelligen Lungentumoren mit direkter Abhängigkeit von der 
Tumorgröße nachgewiesen werden, wodurch der Nachweis des neuroendokrinen 
Tumormarkers Chromogranin A in dieser Tumorentität erbracht wurde. 
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6.2.7   Expression von Ki-67 
Die Unterscheidung von proliferierenden und nicht-proliferierenden Zellen eines 
Gewebes sowie die Differenzierung zwischen gesunden Geweben und Tumoren sind 
von diagnostischer und klinischer Bedeutung. Als Proliferationsmarker zur Detektion 
sich teilender Zellen hat sich das Protein Ki-67, dessen Expression eng mit der Zell-
proliferation verknüpft ist, in der histopathologischen Diagnostik bewährt (Giroud und 
Montmasson 2013). Der Nachweis des Proteins Ki-67 ist im Zellkern und im Nukleolus 
in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2-, M-Phase) möglich, misslingt 
hingegen bei ruhenden Zellen innerhalb der G0-Phase. Aus diesem Grund kann die 
Wachstumsfraktion einer Zellpopulation mithilfe des Ki-67-Proteins bestimmt werden, 
auch wenn es lediglich Informationen über den Stand der Proliferation, nicht aber über 
die Proliferationsrate ermöglicht (Scholzen und Gerdes 2000). Der Anteil Ki-67-
positiver Tumorzellen korreliert außerdem häufig mit dem Krankheitsprogress und hat 
somit auch einen prognostischen Aussagewert. 
 
Die Lungengewebe der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Pilotversuch sowie der Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im Hauptversuch wurden lichtmikroskopisch 
und fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein Ki-67-exprimierender Zellen 
untersucht. Bronchialepithelzellen und Alveolarepithelzellen, die zwar physiologischer-
weise einer erhöhten Teilungsaktivität unterliegen, zeigten mehrheitlich keine Ki-67-
Anfärbung der Zellkerne. Infolge der durch LPS induzierten Entzündungszellinfiltration, 
einhergehend mit der Freisetzung reaktiver Sauerstoffverbindungen und Stickstoff-
verbindungen sowie proteolytischer Enzyme, können die Ki-67-Positivitäten im 
Normalgewebe als Ausdruck aktiver Reparaturprozesse verstanden werden. In den 
nichtkleinzelligen Lungentumoren konnten immunhistochemisch und fluoreszenz-
mikroskopisch unabhängig von deren Größe lediglich vereinzelt Ki-67-positive Tumor-
zellen aufgezeigt werden, die auf eine geringe Teilungsaktivität dieser Tumorentität 
hindeuten. Diese Positivitäten waren insbesondere in peripheren Proliferationsfronten 
und kleinzelligen Tumoranteilen feststellbar. Die mäßige Anfärbung des Proliferations-
markers Ki-67 in der immunhistochemischen Darstellung peripherer, nichtkleinzelliger 
Tumorbereiche ist am ehesten mit einer unspezifischen Hintergrundfärbung des 
verwendeten Anti-Ki-67-Antikörpers zu erklären. Kleinzellige Lungentumoren zeigten 
im Vergleich zu den nichtkleinzelligen Tumoren unabhängig vom Behandlungsschema 
und von der transgenen Mauslinie eine höhere Teilungsaktivität mit teils deutlicher  
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Ki-67-Expression. Das variable Ki-67-Expressionsmuster als Ausdruck einer unter-
schiedlichen Mitoserate mit dem Aufzeigen einer fehlenden oder lediglich vereinzelten 
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 von Tumorzellen kleinzelliger Bronchial-
karzinome ist durch das frühe Tumorstadium zu erklären. Ein Einfluss des CXCR4-
Antagonisten AMD3100 auf die Teilungsaktivität nichtkleinzelliger und kleinzelliger 
Lungentumoren der Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse konnte nicht verzeichnet 
werden.  
 
6.2.8   Expression des SSTR2 
Der Somatostatin-Rezeptor SSTR2 ist einer von insgesamt fünf bekannten Somato-
statin-Rezeptoren, die der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben 
membrandurchspannenden Helices angehören, und kommt in zwei Spleißvarianten 
vor (Olias et al. 2004). Eine membranständige SSTR2-Expression konnte insbeson-
dere in neuroendokrinen Tumoren der Lunge nachgewiesen werden (Kaemmerer et 
al. 2015, Reubi et al. 2001). 
 
Die Darstellung der SSTR2-Expression in den Lungengeweben der Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse im Pilotversuch und der Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse im 
Hauptversuch wurde ausschließlich an Paraffinschnitten erbracht. Im tumorfreien 
Normalgewebe der Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse gelang vereinzelt der Nachweis SSTR2-
positiver Bronchialepithelzellen, wohingegen die Normalgewebszellen der Cxcl12-
Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse vollständig SSTR2-negativ erschienen. In den 
nichtkleinzelligen Lungentumoren der Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie konnten einige 
wenige SSTR2-exprimierende Zellen mit mäßiger Anfärbung festgestellt werden. Die 
kleinzelligen Lungentumoren der Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie sowie die Lungen-
tumoren mit nichtkleinzelliger und kleinzelliger Differenzierung der Cxcl12-Cxcl12RFP/ 
Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie erwiesen sich hingegen als vollständig SSTR2-negativ. 
Die vereinzelten Positivitäten im Normalgewebe und im Tumorgewebe sind dabei am 
ehesten als Ausdruck einer unspezifischen Anfärbung zu werten. Eine unter anderem 
von den Arbeitsgruppen um Kaemmerer et al. und Reubi et al. beschriebene SSTR2-
Expression durch kleinzellige Lungentumorzellen konnte nicht bestätigt werden 
(Kaemmerer et al. 2015, Reubi et al. 2001). Dies ist möglicherweise mit dem sehr 
frühen Tumorstadium oder einer physiologischerweise fehlenden SSTR2-Expression 
in NNK- und LPS-induzierten Tumoren zu erklären. 
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6.3   Antagonisierung des CXCR4 durch AMD3100 
AMD3100 (Plerixafor) ist als nicht-peptidischer CXCR4-Antagonist der spezifischen 
Bindung des Chemokinrezeptors CXCR4 fähig. Aufgrund der im physiologischen  
pH-Bereich durch Protonierung der Cyclam-Ringstrukturen entstehenden positiven 
Ladungen besteht die Möglichkeit einer spezifischen Wechselwirkung zwischen 
AMD3100 und negativ geladenen Aminosäuren extrazellulär gelegener Anteile des 
CXCR4 (Fricker 2013, Fricker et al. 2006, Wong et al. 2008). Die Bindung von 
AMD3100 an CXCR4 inhibiert die Wechselwirkung mit dessen natürlichen Liganden 
CXCL12/SDF-1 und damit einhergehend die CXCL12/SDF-1-vermittelte Phosphory-
lierung des C-Terminus und die Aktivierung des CXCR4 (Hatse et al. 2002). Einen 
Indikator für das Ausmaß der CXCR4-Aktivierung durch CXCL12/SDF-1 bildet hierbei 
die C-terminale Phosphorylierung. Der Anti-CXCR4-Antikörper UMB-2 ist gegen den 
unphosphorylierten C-Terminus des CXCR4 gerichtet. Ohne eine entsprechende 
Behandlung mit LPP, die eine Dephosphorylierung der phosphorylierten C-Termini 
bewirkt, werden durch UMB-2 also lediglich unphosphorylierte, nicht aktivierte CXCR4 
nachgewiesen. Erfolgt hingegen eine LPP-Behandlung, gelingt die Darstellung von 
dephosphorylierten und unphosphorylierten, also durch den endogenen CXCR4-
Liganden CXCL12/SDF-1 aktivierten und nicht aktivierten, Rezeptoren. Im direkten 
Vergleich der CXCR4-Expression unter Verwendung des phosphosensitiven Anti-
CXCR4-Antikörpers UMB-2 ohne und mit LPP-Behandlung kann somit die Kon-
zentration aktivierter CXCR4 im Verhältnis zur Gesamtkonzentration des CXCR4 
abgeschätzt werden (Mueller et al. 2013).  
Der Chemokinrezeptor CXCR4 ist physiologischerweise an der gerichteten Migration 
CXCR4-exprimierender Zellen, an der Angiogenese und der Vaskularisation sowie an 
der Proliferation und dem Zellüberleben beteiligt, weshalb einer tumoralen CXCR4-
Expression eine Beteiligung an der Metastasierung, der Invasivität, dem Tumorwachs-
tum und der Chemotherapieresistenz zugeschrieben wird (Chatterjee et al. 2014, 
Furusato et al. 2010, Nagasawa 2014).  
 
Alle der zusätzlich mit AMD3100 behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-
Mäuse wiesen nach erfolgter Tumorinduktion nichtkleinzellige und kleinzellige Lungen-
tumoren auf, die sich in deren Anzahl oder deren Größe nicht von denen der lediglich 
mit NNK und LPS behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäuse unter-
schieden. Die CXCR4-Darstellung ohne und mit LPP-Behandlung ergab bei den mit 
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AMD3100 behandelten Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen keinen Unter-
schied in der Ausprägung der CXCR4-Expression, wodurch das Vorliegen einer  
C-terminalen Phosphorylierung des CXCR4 bei diesen Tieren ausgeschlossen werden 
kann. Hiermit wurde der Nachweis der vollständigen Antagonisierung der CXCR4/ 
CXCL12-Interaktion sowie der CXCL12/SDF-1-vermittelten Phosphorylierung und 
Rezeptoraktivierung durch AMD3100 erbracht. 
 
Eine mit der Inhibition CXCR4-vermittelter Funktionen einhergehende Reduktion der 
Proliferationsrate, der Tumorgröße oder der Tumorvaskularisation konnte hingegen 
nicht bestätigt werden. Weder in der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67, noch 
in der CD34-Expression unter Darstellung von Gefäßendothelien unterschieden sich 
die Behandlungsgruppen mit NNK und LPS beziehungsweise NNK, LPS und 
AMD3100 im Hauptversuch. Ferner scheint die Bedeutung der CXCR4-vermittelten 
Tumorvaskularisation eine Abhängigkeit vom angewandten Lungentumor-Modell 
aufzuweisen. In immungeschwächte Empfängertiere im Rahmen eines Xenograft-
Modells injizierte humane Tumorzellen sind dabei eher auf eine umgehende Vaskula-
risation angewiesen, als ohnehin in unmittelbarer Nähe zu Blutgefäßen entstehende 
Lungentumoren in einem chemisch induzierten Lungentumor-Modell. 
Die Aufhebung der Wechselwirkung zwischen CXCR4-exprimierenden Tumorzellen 
und dem sie umgebenden Tumormikromilieu durch AMD3100 sowie die dadurch 
möglicherweise erhöhte Sensibilisierung gegenüber einer chemotherapeutischen 
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7   Schlussfolgerungen 
Das von Keohavong et al. (2011) erstmals beschriebene chemisch induzierte, murine 
Lungentumor-Modell erwies sich als zuverlässiges tierexperimentelles Modell. Auf der 
Basis einer Lipopolysaccharid-vermittelten chronischen Entzündungsreaktion des 
Lungengewebes gelang mithilfe des vom Nikotin abgeleiteten Nitrosamin-Ketons NNK  
eine realitätsnahe Nachbildung der Pathogenese des Bronchialkarzinoms sowie des 
mehrstufigen Prozesses der Lungentumorbildung. Nach erfolgter Behandlung mit NNK 
und dem Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien konnten in den Lungengeweben 
aller Behandlungstiere der Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie im Pilotversuch und der 
Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mauslinie im Hauptversuch gleichermaßen 
Lungentumoren mit nichtkleinzelliger und kleinzelliger Differenzierung festgestellt 
werden. Eine von zwölf lediglich mit LPS behandelten Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen 
entwickelte ebenfalls ein kleinzelliges Bronchialkarzinom infolge einer durch die 
chronische Entzündungsreaktion vermittelten Schädigung des Lungengewebes, 
wodurch die Möglichkeit einer allein LPS-induzierten Lungentumorbildung bewiesen 
wurde. Unabhängig vom angewandten Behandlungsschema führte die Gabe von LPS 
zu einer peribronchialen und perivaskulären Entzündungszellinfiltration mit Mono-
zyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Die unbehandelten Kontrolltiere 
beider transgenen Mauslinien zeigten hingegen keine Lungentumorbildung, wodurch 
eine spontane Tumorentwicklung ohne vorhergehende chemische Induktion erfolg-
reich ausgeschlossen werden konnte. Entsprechend den Zielstellungen dieser 
Dissertation stellt das NNK- und LPS-induzierte, murine Lungentumor-Modell somit 
eine geeignete tierexperimentelle Grundlage für die Suche nach neuen Zielstrukturen 
für die Diagnostik und die Therapie maligner Lungentumoren dar.  
 
Die Charakterisierung der CXCR4-Expression in den chemisch induzierten nicht-
kleinzelligen und kleinzelligen Lungentumorgeweben erbrachte als weiteres Ergebnis 
den Nachweis intratumoral gelegener CXCR4-positiver Zellen. Die CXCR4-Expres-
sion innerhalb der Lungentumoren mit nichtkleinzelliger Differenzierung konnte dabei 
vollständig auf das intratumorale Vorhandensein von CXCR4-exprimierenden Endo-
thelzellen und Immunzellen, vor allem von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen 
Granulozyten, zurückgeführt werden und ist nicht mit einer tumoralen Expression 
dieses Chemokinrezeptors zu erklären. In den Tumorgeweben kleinzelliger Lungen-
tumoren wurden hingegen keine CXCR4-positiven Endothelzellen und allenfalls ver-
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einzelt Immunzellen nachgewiesen, sodass in dieser Tumorentität eine in den klein-
zelligen Tumorzellen vorhandene CXCR4-Expression bestätigt werden konnte. Die 
Behandlung von drei Cxcl12-Cxcl12RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Mäusen mit dem nicht-
peptidischen CXCR4-Antagonisten AMD3100 (Plerixafor) nach erfolgter Tumorin-
duktion mit NNK und LPS erbrachte eine nahezu ausschließlich membranständige 
Rezeptorlokalisation des CXCR4 als Beweis einer vollständigen Unterdrückung der 
CXCL12/SDF-1-vermittelten Aktivierung, Phosphorylierung und Internalisierung des 
CXCR4. Entgegen unseren Erwartungen konnte allerdings kein nachweisbarer Effekt 
der CXCR4-Antagonisierung auf die Proliferationsrate der Tumorgewebe, das Tumor-
wachstum oder die Tumorvaskularisation aufgezeigt werden. Obwohl dem CXCR4 
eine wichtige Bedeutung bei der Angiogenese und der Vaskularisation sowie am 
Zellüberleben und der Proliferation der Tumorzellen zugeschrieben wird, scheint er an 
diesen Funktionen innerhalb des Tumorstoffwechsels, zumindest in dem untersuchten 
Lungentumor-Modell, nicht maßgeblich beteiligt zu sein. Ob das fehlende Ansprechen 
der Lungentumoren auf AMD3100 in der vorliegenden Untersuchung in dem frühen 
Tumorstadium, der Behandlungsdauer oder dem Behandlungszeitpunkt begründet ist, 
sollte in nachfolgenden Untersuchungen evaluiert werden. Weitere mögliche, zukünftig 
zu untersuchende Fragestellungen umfassen die Beurteilung der typischen Metasta-
sierungsstellen von Bronchialkarzinomen, wie unter anderem die Gewebe von Leber, 
Gehirn und Knochenmark, hinsichtlich des Vorhandenseins von gewebseigenen 
Tumoren oder von Metastasen sowie die quantitative Analyse der nichtkleinzelligen 
und kleinzelligen Lungentumoren in beiden transgenen Mauslinien anhand größerer 
Fallzahlen. Weil die CXCR4-Antagonisierung möglicherweise eine Herauslösung 
CXCR4-exprimierender Tumorzellen aus dem sie umgebenden Tumormikromilieu 
bedingt, sollte außerdem ein Therapieversuch mit AMD3100 in Kombination mit einer 
chemotherapeutischen Behandlung vorgenommen werden.  
 
Insgesamt gelang mithilfe der vorliegenden Arbeit die Etablierung eines zuverlässigen 
und reproduzierbaren Lungentumor-Modells in Mäusen, auf dessen Grundlage weitere 
tierexperimentelle Untersuchungen zur Expression tumorspezifischer Zielstrukturen 
und zur Beurteilung daraus abgeleiteter Behandlungsstrategien durchgeführt werden 
können.
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